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RESUMEN.

Se aislaron e identificaron bioquimica y serolégicamente 61 cepas
de Salmonella enteritidis vy i1 cepas de 8. tyrhi & partir de
muestras de catéteres, heces fecales, liquido cefaloraquideo vy
sangre de pacientes del Instituto Nacional de Pediatria (INP),
durante el periodo de enero a abril de 1989,

Se selecciond un grupo de 16 cepas resistentes a la ampicilina y se
determind los plasmidos que confieren dicha resistencia por el
método de electroforecis en geles de agarosaA ¥ POr conjugacidén de
astas cepas con E, colj Ki2.

Fue identificado un plésmido conjugativo de pesco molecular de
é

20.5%10 daltones, que confiere resistencia a la ampicilina en las

ta caracteristica de resistencia a antimicrobianos en las
bacter:as, en este caso a la ampicilina, puede ser el resultado del
amplio usc de antimicrobiancs en el tratamiento de leves
infecciones vy su prescripcién constante , en especial en nifos en
los que frecuentemente se presentan. Asi mismo por la
caracteristica que presentan estos plasmidos de ser transferidos a
otra bacteria eor conjugacidn, contribuye a la diseminacién de

estas caracteristicas de resistencia a antimicrobianos entre las

poblaciones bacterianas.



I-INTRODUCCION.

El gémeroc Salmontlla pertenece.a la familia Enterobacteriaceae vy
Kauffmann en 1963, 1966 lo subdivide en cuatro subgéneros: I, 1I,
II1 y IV. El subgenero I incluye cepas de Salmonella aisladas del
hombre y vertebrados de sangre caliente, los subgenéros 11 y IV, se
conocenn también como Arizona y son aislados  generalmente de
reptilas y sus comensales (29). Le Minor et. p)l. en 1970, proponen
una subdivisién del género en cuatro especies: Salmonella

kauffmarmii (subgénaro I de K-fomman). Salmonella walamae
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{subpénero II
Kauffmarm) vy Salegonella houtenae (subgénero IV de Kauffmarn) (29,

52).

En el sistema taxondmico propuesto por Edwards y Edwin en 1972, el
género incluye tres especies, usadas en los Estados Unidos de
América Galmonslla cholerpe-suis, Saleonells typhi v Salmonella
snteritidis. TYodas las salmonelas son consideradas serotipos de §.
anteritidis (més de 2000 serotipos), excepto 8. cholerae-guis v S.
typhi (29, S2).

Cowans gt, Bl,; en 1974, designaron un sistema de cuatro subgémeros
usados fusra de los Estados Unidos de Amdrica, correspondientes a
los cuatro suboéneros de Kauffmann: los subgéneros I, I y IV
incluyen las diferentes salmonelas y el subgénero 111 incluye todas
las Arjizona designadas como S. arizonae. bn quinto subgénero es
designado por Le Minor en 1982 (28, 29, 52).

El epresente trabajo se basa en la clasificacién propuesta por

Edwards y Edwin para la designacién de especies , y el esquema de
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Kauffmann-White para designar los serotipos (28, 29).

La nomenclatura usada para Splmonella no sigue las reglas del
Codigo de Nomenclatura de Bacteriass los primeros serotipos que se
aislaron fueron designados aespecificamente por el papel que
cumplen: $. typhi (agente de tifoidea), S, typhismurjum (agente de
enfarmadad en el ratén}, etc. Ltos siguientes serotipos de
Salmonella del subginerc I que se aislaron, se designaron de la
misma forma. Los nuevos serotipos de los subgéneros 1I-1V  fueron
designados de acuerdo s sus formulas antigénicas (29).

Las bacterias de este 9énero, son bacilos gram negativos, moviles y
miden de 0.7-1.5 ¥ 2.0-5.0 ums son anaerobios facultativos, crecen
on medios de agar en colonias de forma liss de 2-4 mm. de dismetro,
con al centro negro (28).

Tienen una distribucién mundial. El principal hébitat de Galmonella
es el tracto intestinal de animales y el hombre. Se encuentran
también en ambiente natural, fuera del huesped, (agua, suelo,
alimentos), puesto que puaden ser elininados en excresiones
animales y humanas después de una infeccion. No se pueden
reproducir en ambiente natural, pero pueden sobrevivir por semanas
o hasta aRos en codiciones favorables de humedad, temperatura y pH
(28, 29).

1.2- Aislamiento y madios de cultivo empleados en el oénero
§almonella.

Los organismos de este génaro puaden ser aislados a partir de
sangre, de acuerdo al método clésico para hemocultivos, propuesto
ror Castafeda y Hall (28). Se aislan también a partir de muestras

fecales, alimento y muestras ambientales, como agua contaminada,
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atcs a partir de muestras con escaso contenido de organismos de
Splomonella o wmuestras de una mexcla dea diferentes tipos de
bacterias, se utilizan medics de enriquecimiento, para su
aislamientol Medio de tetrationato de Muller, Medio de caldo
selerito de Leifson y el medio de Muller modificado por Kauffmann.
Tales medios contienen inhibidores para coliformes y permiten el
dezarrollo de Salmonells (24, 28, 29).

Los medios de agar usados para su aislamiento, son moderadamente y
altamente selectivos, 1los primeros son:t a) agar MacConkey, donde
las colonias lactosa positivas son rojas y las lactosa negativas
son incolorass b)’;aglr desoxicolato-citrato donde las colonias
rositivas son rojas y las lactosa negativaes incoloras, con el
interior negro las productoras de acido sulfhidrico (H S) (24, 28,
29)., 2

Son medics altamente selectivos: a) agar Salmonella-Shigella (SS),
donde el aspecto de las colonias es el mismo al mencionado
anteriormente; b) sgar verde brillante, donde las colonias lactosa
Positivas son verdes y las colonias lactosa negativas son rosas; <)
Madio Hatktoen, donda las colonias que no fermentan ninguno de los
azucares que contiene el medio, son azul verdosas con el centro

negro, como Salmonella; d) agar xilosa-lisina-desoxicolato (XLD),

al H S producido (24, 28, 29).
2

1.3~ Caracteristicas bioquimicas y saroldgicas del género

Salmonglla.

Salmonella se caracterizs por producir gas & partir de glucosas



todazx las salmonelas son méviles, excepto S, aallinarum y 8.

epllorum, la mayoria producen #cido sulfhidrico (H S}, pero algunas
2

se reducen a nitritos, wutilizan el citrato como fuente de carbone,
con excepcion de 8. typhi v S. paratyphi que no son capaces de
utilizarlo. Todas las especies son capaces de descarboxilar la
ornitina, con excepcion de §, tyehi., al igual que 1a
descarboxilacion de lisina es positiva con excepcién del serotipo
S. paratyehi, la raaccién de ureasa es negativa, los aminodcidos
fenilalanina y triptofano no son oxidados. La sacarosa, salicina e
inositol no son fermentados, ni tampoco la lactosa a excepcion de
S, arizonae que si la fermanta, la D-xilosa es fermentada por todas
laz salmonelas vy la gelatina no es hidrolizeda por ninguna de ellas
(28).

Serolégicamente Salmonells se caracteriza por presentar tres tipos
da antigenos, mismos que son utilizados para su tipificacion
somsticos (0), flagelares (H) vy de superficie (Vi).

Los antigenos sométicos se caracterizan por ser estables al calor y
rasiztentes al alcohol, estén compuestos por una proteina asociada
& un polisacérido, considerado como una endotoxina. Se conocen 67
antigenos somaticos, 1los cuales se dividen en antigencs mayores y
AANOres, con mayor valor taxondtmico los antigenos somdticos
mayores (29). Los antigenos flagelares H son proteinas
termolabiles. Existen serotipos de Salmonglla que sé6lo producen un
antigeno flagalar, llamado monofasico. Muchos otros serotipos
producen antigenos flagelares, llamados difdsicos. Por ejemplo 8§,

enteritidis v 8. typhi producen antigenos flagelaras monofasicos y



8: tyehimurium Produce antigenos flagelaras difasicos. Los
antigenos de suparficie se prasentan sélo en algunos serotipos de
Salmgnella, nicamente se conoce un antigeno especifico de
superficie, el antigeno Vi, que se presenta en §. typbi, 8.
paratyphi € y §. dublin, pudiendo estar o no en sus respectivas
ceras (29).

La tipificacién de Salmonella en base a sus antigenos, permite
dividirlas en sercvariedades o serotipos, y con base a su férmula
antigenica, estos son agrupados en el esquema de HKauffmann-White
t28, 29).

Desde @l punto de vista epidemiolédgico, se subdividen en: biotipos,
fagotipos, bacteriocina-tipos y antibiotipos. Los biotipos se
determinan con‘basn a los diferentes patrones de fermentacién de un
aziucar, por las cepas de un mismo serotipo. Los fagotipos estan
deterainados por la sensibilidad a una serie de bacteriofagos, como
el fago de Felix y Callow o el Vi de Craige y Yen. Los
bacteriocinas-tipos se determinan por la produccién o sensibilidad
@ bacteriocinas, puesto que aproximadamente el 3% de las cepas de
&lmllg_lns producen. Los antibilotipos se determinan en base a
1a resistencia a ciertos antibidticos (28, 29).

1.4- Serotipos de Salmonglla identificados en México.

En México han sido aisladas cepas de 110 diferentes serotipos de §,
anteritidig, que corresponden al 5% de todos los serotipos qua se
conocen en @l mundo de esta especie. Los serotipos [ 133
frecuentemente identificados en México entre 1940 y 1962 son: 8.
typhisurjum, 6, derby, S. newport, 5. eoona, 8. eanama y S.
infantis. Entre 1974-1981 fueron identificados 54 serotipos mas de



;. enteritidig, siendo los mas frecuentes: 5., agong, S, anatum, S.
derby, . anteritidis serotipo enteritidis, §. heldelbarg, S.
infantis. 8. london, €. neweport, S: oranismburg, S. eellorum, S.
poona ¥ S. typhimurium. Se han identificado también las especies §,
cholerae-guis v 8. typhi. Salmonelas que se han aislado a partir de
muestras de origen: humano, alimento, animales y aguas de drenaje
(16, 37, 44, 59).

1.5~ Plasmidos en Enterobacterias y el género Salmpnella.

Los plasmidos son elementos extracromosdmicos presentes en todas
las Enterobacterias (E, coli, Salwopella, Serratia, etc.), son
moléculas circulares de &cido desoxiribormicleico (ADN)

covalentemente cerradas vy superenrolladas, autdénomos en su
raplicacion, ya que poseen genes que les permiten replicarse sin
requerir del ADN cromosomal. 6Su peso wolecular varia de 1X106 a-
200)“06 aproximadamente. Portan genes que confieren ciertas
funciones bioldgicas a las bacterias que 1o poseen como:

resistencia a antimicrobianos, a metales pesados (Ag vy Ha) vy
fermentacion da ciertos azucares (lactosa, xilosa, etc.) (3, 21,

42) .

Se conocen diferantes tipos de plasmidos ean funcién de las
caracteristicas fenotipicas que confiaren a las bacterias. Los
rlasmidos F (de factor sexual) descubiertos inicialmente en E, geli
K12, pusdan ser transferidos de una bacteria a otra par

conjugacién, un importante mecanismo de recombinaciéon genética en
bacterias, transformando la bacteria receptora en F¢. La
conjugacién se realiza gracias a genes que porta esxte pliasmido que

codifican formacion de una proteina, <que forma 21 llamado pili en



bacterias, el cual permite el intercambio de material genético.
Tienen  la . capacidad de interaccionar con los genes cromosomales
movilizandolos e integréndolos al cromosoma de otra bacteria,
teniendo como resultado una cepa HFr (alta frecuencia)- (5, 21).

Los plasmidos R, confieren resistencia a una o mas dragas
antimicrobianas, %Son muy comures en E. coli vy Salmonella. Los
Plasmidos Col, codifican proteinas llamadas colicinas, con
Propiedades antimicrobianas. Los Plasmidos Que confieren
patogenicidad, codifican para enzimas catabdlicas, incrementando la
Fatogenicidad en bacterias. Pertenecen al grupo los plasmidos Ent,
determinando la sintesis de enterotoxinas, cuya produccién dada al
org9anismo er que habita la bacteria, al igual que las plazmidoz Hly
Yy K caracteristicos de E, coli (5, 2l).

Otro tipo son los plasmidos que median virulencia, y aumentan la
Patogenicidad de las bacterias que los presentan, un  ejemplo de
(a8, 33,

ellos son los que se encuentran en el género Salmonella

40).
Algunos plasmidos les confieren resistencia a metales pesados, como
niquel, <obalto, mercuric y arsenato a E. <oli, Salmorzllay a

Eseudomona (5, 21).

En la bacteria se presentan uno o was Plasmidos que pueden
coexistir 1lamados compatibles e incompatibles aguellos que no
Pueden coexistir., .

Se conocen dos clases de plismidos: los conjugatives que se pueden
transferir de wuna bacteria a otra, de peso molecular mayor de
408106. mantenidos en una o dos copias por cromcscma bacteriano y

&

Prlasmidos no conjugativos , de peso molecular mencr de 10X{10 , que



no tienen 1la capacidad de ser transferidos y se encuentran
aproximadante |5 copias por cromozoma bacteriano.

La replicacién vegetativa de un plasmido depende de su tamafo v
ocurre durante el ciclo celular normal. Los plasmido: de peso
molecular mayor de SUXIUG, se presentan de una a tres copias por

célula y los plasmidos menores de 30%106 se presentan mis de {0 por
calula (5, 21},

Los plasmidos praesentan secuencias de insersidn y transposcne:.
también presentes en cromosomas bacteriancos y fagos. Las secuencias
de insersidn son elementos senéticos de 768 a 5,700 pares de bases,
responsables de la interaccidn que hay entre platsinidos vy cromoscnas
bacteriancs (5, 21, 42). Lot transposones también elementos
gendticos tienen un tamaXo que va de 1,000 a 20,000 pares ds tases
tienen la caracteristica de replicarse por si mismos & insertarze
an  moléculas de ADN que terzam 6 no zecuencias de homalogia

Codifican para muchas de laz curacteristicas determinadas por
Plasmidos (resistencia a antimicrabianos, metales pesados, «tc.).
Tianen en sus extremos secuencias rapetxidas invertidas cuys tamaho
varia 38 a 1,500 pares de bases (&, 21, 42).

1.6~ Patogenicidad y resistencia a antimicrobianos del gé&nere
Splmonella.

Estos organismos son patodenos pata el hombres causando fiebres
antéricas, gactroentaritis y bacteremias-septicemias (28). S,
tyehi, S. earatyehi A, §. paratyphi Cy S. sendai son sarotipos
adaptados al “hombre (27, 28, 2%). Las sa}monela; adaptadas a

animales comprenden 8. cholerae-suis en al cardo, S. gallinarum-



ciinicos de tipo septicémicos y en hwnanos pueden producir
infecciones, especialmente en nifos causando la muerte (27). Otras
salmonelas son capaces de provocar infecciones téxicas via los
alimentos.

La patogenicidad de los diferentes serotipos no se conoce (28),
depende del serotipo aue cause la infeccidn, l!a dosiz que se
ingiera (¥ de bacterias) y la zona donde lleque a hospedarse (29).
8. typhi es especifica del hombre causando principalmente fiebre
tifoidea. La infaccidn por 8. choleras-suis v S. enteritidis en el

hombre se conoce como =almonelosis (6, 27, 595) y son transmitidas

de hombre a hombre sin hospedere intermediario, POy agua
contaminada, por heces fecales o por alimentos contaminades (27,
28, 29) . Es necesario ingerir un  nYmero  de bacterias
suficientemente alto, de 10 a 109, para presentar sintomas
clinicos(28). El cuadro clinico que se presenta ror esta
enfermedad, va desde el portador asintomdtico y las formas
subclinicas hasta la cepticemia fulminantes predominan las
manifestaciones gastrointestinales, como diarrea, fiebre, vdémito,

dolor abdominal, incorciercia, etc. (6, 27, S5).

La resistencia a antimicrobianos en Salmonella a una o mAs Jdrosgas
antimicrobianas, estd determinada por plasmides (5, 12, 21). Este
fenédmeno estd relacionado con los patrores de uso que se ha tenido
en el tratamiento de infecciones en el hombre y animales (10). La
alta incidencia de resistencia a antimicrobianos en bacterias
al1zladas de animales puede ser atribuida a una presidn selectiva,

dada  por la administracidn de antimicrobiancs a niveles

subterapeuticos (14).
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Holmberg et, al (1984) publicarcn recientemente evidencias de que
las bacterias de origen animal resistentes a antimicrobianos pueden
ser responsables de serias infecciones intestinales en el hombra
(14), ‘

El amplic e indiscriminado uso de antimicrobiancs, para la
prevencidén de infecciones, su adicién a alimentos, etc. ha creado
graves problemas seleccionando a aquellos organismos resistentes,
qQue soin potencialmente productores de enfermedades graves en el
hombre (43, 47, 51).

Hadfield (19895), aisle en ur brote eridémico en nifos de Liberia,
cepas de S, enteritidis resistentes a varios antimicrobianos como:
ampicilina, cloranfenicol, estreptomicina y tetraciclina entre
otros (20).

Nakamura eb, al. (198%) detectaron cepas de 5. enteritidis, 8.

dublin v S. typhinurium en animales enfermos (ratén, gato, etc.)
resistentes a ampicilina, kanamicina y tetraciclina (33),

Taylor et. al. (1985) encontraron cepas de S, typhi resistentes a
cloranfenicol, estreptomicina, sulfametaxazol, trimetropin vy
tetraciclina (54).

Platt et. al. (192£) encontraron cepas de 8. typbimurium, S.

anteritidis, 8. dublin, S. heidelberg, S. infantis v §. darby
resistentas & antimicrobianos, aisladas en un brote epidémico en
Gran BretaXa (45).

'Goldstem et. ml han dado a conocer cepas de S. typhi resistentes a
miltiples antimicrobianos: ampicilina, cloranfenicol,

-strcpwmicin-, tetraciclina, sulfametaxazol y trimetropin (15).

También han sido detectadas cepas de S; newport y otros tipos de
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Salmonelia resistentes a cloranfenicol, causando epidemias en los
Estados Unidos de América, por alimentos contaminades por estos

organismos (51),

Ling y Chau (1987), aislaron cepas de S. enteritidis resistentes &
multiples antimicrobiancs. Siendo las mas frecuentass: =
tyehimurium, $. Johanesbura, §. wandsworth, §. derby. $S. naweort v

5. london resistentes a: ampicilina, cloranfenicol, sulfametaxazol,
tetraciclina y traimetropin, provocando importantes gastroerteritis
(31, 32).

Nastasi (1987) aisld cepas de $. dublin resistentes a cloranfenicol

y eztreptomicina de spidemias de gastroenteritis en nifRos (41).

Ha sido demostrado que se puede presentar la transferencia in
de plésmidos que determinan resistencia a antimicrobianos en cepas
de S, enteritidis a otras cepas usadas como receptores, com es el

caso de E. coli (1, 31, 32, 15, 41, 43, 5S4, $S8).

1.7- La Salmonelosis: Un problema de Salud publica en México.

Diferentes ceras de S, entaritidis y S, typhi resistentes a

antimicrobianos, causantes de epidemias o0 gastroenteritis entre la
poblacidn mexicana han sido aisladas.

Kupersztoch {(1981) encontréd en México cepas de Salmonella
resistentas a sul fametaxazol, ampicilina, carbenicilina,
cefalotina, cloranfenicol, estreptomicina y tetraciclina. Siendo 5.
typhimurium el serotipo mas frecuentemente aislado, en cepas
aisladas de hospitales (52.2%) y en cepas aisladas de laboratorios
pravados (26,8%) (25, 26).

Pérez y Hernandez detectaron (1985) detectaron que entre la

poblacién infantil las cepas aisladax de S. enteritidis eran

12



frecueritemaente resistentes as ampicilina, claranfenicoil,
estreptomicina y observando ademas un incremento en la resistencia
de B4.2%, 73.7%, 98.6% y 48,7/ para cada uno de los antimicroblanos
mencianados con respecto a su resitencia reportada en 1953-17365,
que era de 7, } y 0% respectivamente (46).

Solorzano et al. (1987) aislaron cepas de 3, enteritidis
rasistentes a ampicilina, cloranfenicol, trimetropin Y
sul fametaxazol (50},

Mnriinaz et, al (1986) aislaron cepas de §, typhipurium, 8.
enteritidis, $. london y 8. pgona en hospitales pediatricos en
Méx1co, Distrite Federal, resistentes a tetraciclina (35).

El Instituto de Salubridad y Enfermedades Tropicales encontrd tres
brotes de gastroenteritis en México causados por Salmeonella.

El primero ocurrid en noviembre de 1773, ocasionado principalmente
por §. anfantis aislada de alimentos. El segundo brote se observd
en diciembre de 1975, detectando a &, heidelberg como principal
causante y el tercer brote en noviembre de 1978, encontrandose a S.
tyehinmurium como principal serotipo (37).

La salmonelosis es un problema de salud que se ha venido
incrementando no sélo en nuestro pais (8, 16), sino tamcién en
otros como: Estados Unidos de América, Framcis, Gran Bretaha, Peru,
Chile, etc. causando graves infeccicnes, pérdidas econémicas vy
altos porcentajes de mueartes en el hombre (2, 10, 15).

Los organismos de Salmonells enteritidiz son causa frecuente de
bacteremias, gastroenteritis y complicaciones multiples en nifos

(27, 36, 56, 59). En nuestro pais la salmonelosis provoca serios

Problemas en los lactantes y en menor proporcién entre la poblacidn
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infantil preescolar y escolar, con porcentajes de S5%, 384 y 5S4
respectivamente. Esta enfermedad ocurre en forma endémica con
maximos en la parte final de la primavera y en época de verano. Las
temperaturas superiorez a los 22°C y la humedad favorecen las
condiciones para la infeccién salmonelédsica (27).

Un importante porcentaje de transmisién de salmonelosis es & través
de alimentos contaminados por Salmgnella; constituyen un importante
ejemplo, la infeccién salmonaldsica por aves y sus productos
contaminados © en mal estado, siendo causa de brotes epidémicos
entre la poblacidén que los consume. Los animales domésticos que
sirvan como fuante de carnes comestibles son también causa de
infeccién, asi como algunos embutidos, entre ellos la longaniza y

el chorizo, en los que se ha aislado Salmonella (27, 44, 48).
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JUSTIFICACION

La conjugacién en bacterias y la capacidad de los transposones de
insertarse en moléculas de ADN, contribuyen a una disemihacion
rapida de la resistencia x antimicrobianos en nuevos vectores Qque
puedan ser transferidos y replicados establemente en diversos
thospedercos. De igual forma, el amplio e indiscrimimado wusac de
antimicrobianos en la prevencion y tratamiento de infecciones, asi
como su adicién a alimentos para animales ha propiciado la
seleccion de qua'nismos resistentes y potencialmente productores de
enfermedades en el hombre, como es el caso de S. enteritidis
resistente a ampicilina, cloranfenicol, estreptomicina,
tatraciclina, etc. organismo que causa frecuentemente epidemias,
gastroentaeritis y complicacionss multiples, entre la poblacion
mexicana en particular en 1a poblacién infantil, provocando graves
problemas de salud vy pérdidas econdmicas.

En virtud de que este organismo es la especie mds frecuentemente
aislada; dal genero Salmonella en hospitales pediatricos, se
pianted la necesidad de realizar el presente trabajo con el fin de

identificar bioquimica y seroclégicamenta

resistentes a antimicrobianos en un hospital pedidtrico, aislar los
plasmidos que confieren estas caracteristicas de resistencia a
antimicrobianos vy determinar si esta caracteristica de resistencia
8 antimicrobianos puede ser compartida por los diferentes

serotipos de Salwmonella enteritidis que sea posible aislar.
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OBJETIVOS.
El objetivo general de este trabajo es caracterizar pldsmidos que
confieren resistencia a ampicilina en ceras de Salmonella

aisladas en el Instituto Nacional de Pediatria y los

objetivos particulares son:

i1.- Aislar e identificar cepas de diferentes serotipos de
Salmoneglla enteritidis a partir de muestras de catéteres, materia
fecal, liquido cefaloraquideo (LCR) y sangre de 72 pacientes del

Instituto Nacional de Pediatria.

2.- Seleccionar las cepas de aquellos serotipos de Salmonella

3.~ Determinar la presencia de material genético extracromosémico
(plasmidos) en las cepas de Salmonella enteritidis resistentes a
ampicilina, Por el método de electroforesis en geles de agarosa.
4,- Determinar la presencia de plasmidos en transconjugantes de

agarosa. Transconjugantec a obtener por conjugacidén, utilizando

como cepa donadora, cepas de §. enteritidis resistentes a
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II-MATERIAL Y METODDO.

Instituto Nacional de Pediatria (INP) que presentaron probable
infeccion salmonelosica, con sintomas de gastroenteratis: diarrea,
fiebre, vémito, dolor abdomiral, caefalea (dolor de cabeza) etc.
Los pacientez seleccionados fueron de consulta externa y del area
de hospitalizacidn del mismo Institute. Su edad vario desde
Pacientes neonatos (recien nacidos) hasta los 12 aXos, de ambos
sexos.

Se tomaron muestras de materia fecal, sangre, catéteres y liquido
cefaloraquideo. En los pacientes de consulta externa se realizd
toma de muestras de materia fecal y sangre, la cual fue realizada
ror el personal del laboratorio de bacteriologia del Institutc. En
los pacientes internos se realizd esta misma toma 'de muestras,
ademas de tomar muestras de catéteres y liquido cefaloraquideo, en
este caso la toma fue realizada por el personal médico de dicho
Instituto.

Las muestras de materia fecal, se colectaron de dos formas: a) en
Pacientes neonatox se tomdé la muestra de la zona rectal de este,
con un hisopo esteril y se colocd ean un frasco pequerio también
astaril, b) En pacientes mayores de 2 afos, se entregd un
rccipi.nt-‘ astaril para Qque este se eancargara de colectar la
muestra directamente en el mismo.

Las muestras de materia fecal que se colectaron con el hisopo
rectal, se sembraron directamente en medios selectivos de agar

MacConkey, agar Shigella-Salmonells (5-5), ag9ar verde brillante y
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agar xilosa-lisina (XLD), colocando una muestra de ésta con el
hisoro ean cads una de las cajas y extendiendo la muestra mediante
@l estriado caracteristico para aislamiento (24), las cajas fueron
incubadas a una temperatura de 37°C de 18~24 horas. A la muestra
reastante se adicion6 en el mismo frasco de 3-5 ml. de calde de
anriquecimiento: selenito o caldo tetrationato, incubando a 37°C de
12-16 horas, para permitir el desarrollo de organismos del género
Salmonella e inhibir el desarrollo de coliformes (24, 22). Los
organismos que crecieron en este caldo de enriquecimiente, fueron
aislados por siembra indirecta en cajas de petri con agar de medios
En el caso de las muestras de materia fecal que fueron colectadas
directamente por el paciente, se realizd también siembra directa y
ademis se tomd aproxiamdamente un gramo de esta y adiciond caldo de
enriquecimiento como a las anteriores muestras.

Se realizé siembra directa de liquido cefaloraquideo (LCR} en
medios enriquecidos de agar chocolate vy agar sangre, por estria
rara aislamiento, incubando a 37°C de 12-24 horas.

También se aisld Salmonella a partir de catéteres colocando 1la
muastra en tubos de ensave estériles que contenian de 3-5 ml. de
caldo tioglicolato; los tubos fueron incubados a 37°C de 12-24
horas y posteriormente se hizé una resiembra en cajas de petri que
contenian agar de wedios selectivos Para aislamiento de
Salmonella, inoculandose estas por el método de estria e incubando a
37°C da 18-24 horas.

Para las muestras de sangre se realizé hemocultivo de acuerdo al

método descrito por Castafeda (24, 28): se adicionaron $ ml. de
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sangre en una botella difasica, conteniendo agar casoy en una de
las parades laterales y caldo casoy en el fondo (medio doble de
Ruiz-Castafeda), y se incubd a 37°C por un periodo de 30 dias; las
botellas fueron revisadas diariamente, realizando resiembras de
aquellns hemocultivos donde se cobservé desarrollo de organismos,
asi como las resiembras de rutina a los 7 v 14 dias después de
hater zido inoculada la sangre. Estas resiembras fueron realizadas
en cajas de petri con agar sangre y agar chocolate incubande a 37°C

de 18-24 horas.

2,2~ Pruebas bioquimicas y sercldgicas para Sa
Las cepas aisladas en medios selectivos, fueron identificadas
mediante las siguientes pruebas bicquimicas: a) Prueba de agar-
hierro Kligler (KIA), para detectar fermentacion de dos azlUcares:
lactosa y glucosa. Se utilizaron tubos de emnsaye con agar Kligler,
Preparado de acuerdo a indicaciones del fabricante (Merck)
esterilizando en autoclave a 15 libras (lbs) por 1S5 minutos vy
enfriandoc el tubo en posicidn inclinada, para obtener e] agar
en pico o inclinado. Se inoculé una sola colonia por estria y se
incubd a 37°C de 18-24 horas.

b) Pruaba para detectar produccién de indol, H Sy movilidad En
tubos de ensaye con medio de sulfnto-indo?-movilxdad (SIM),
esterilizado en autoclave a 15 lbs. por 15 min. se inoculéd por
picadura la cepa a probar y se incubd & 37°C de 18-24 horas. Para
detectar la producciéon de indol, se agregd a cada tubo 3 gotas de
reactivo de Kovac, al término de la incubaciéon talcohol etilico o
isoamilico, p-dimetilaminobenzaldehido y acido clorhidrico

concentrado) que vira al color rojo en organismes productores de
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indol (via metabdlica que indica la degradacidén del aminodcido
trirtofano). La produccion de H S v la movilidad se detectan a
simple vista. z
c) Agar de citrato Simmons, para detectar la utilizacidn de citrato
como fuente de carbono, se emplearon tubos de ensaye con agar
citrato de Simmons, preparado de acuerdo a indicaciones del
fabricante (Merck) y esterilizando en autoclave a 15 lbs. por 15
min.s log tubos se enfriaron er posicion inclinada para obtener el
agar en forma de pico. Se inoculd una colonia por estria e incubé a
37°C de 24-48 horas.
d) Prueba de fermentaci¢ér para los carbohidratos ramnosa y
trealosa, utilizando tubos de ensaye con medio base-rojo de fenol
para fermentacion de carbohidratos, preparado de acuerdo a
instrucciones del fabricante (Merck) y esterilizando en autoclave a
15 1bs. por 15 min.: una vez esterilizado el medic se aXadid el
. carbohidrato esterilizado por filtracion en membrana millipore de
0.45um. para para evitar la degradacion hidrolitica del mismo. Se
inoculd una colonia del microorganizmo en el medio con una asa
bacterioldgica e incubd a 37°C de 18-24 horas.
e) frueta de desacarboxilacidn para los aminodcidos ornitina vy
l1si1sna, se utilizaron tubos de ensaye con caldo descarboxilasa de
Moeller, esterilizados en autoclave a 15 1bs. por 15 min. y se les
adiciond posteriormente €l aminodcido esterilizado por filtracién
en membrana millipore de 0.45um., para evitar su desnaturalizacion.
Se¢ inoculé una colonia del microorganismo a probar. con  asa
bacteriolodica e incubt an anaerobiosis a 37°C de 13-24 horas. La

anaeroblosis se obtuvd agregando a cada tubo, dezpués de la
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inoculacién | ml. de aceite mineral.

f} Prueba rojo de metilo/Voges-Proskauer (RM/VP), para detectar la
fermentacion 4acida mixta de glucosa o produccién de acetoina vy
butilenglicol. Se wutilizaron tubos de ensaye con medio RM/VP,
esterilizados en autoclave a 15 lbs, por 1S min., se inoculd el
organismd con asa bacterioldgica vy se incubé a 37°C por 72 horas.
E1 aislamiento e i1dentificacién bioquimica de las cepas se realizéd
en el laboratorio de Bacteriologia del INP conjuntamente con la
P.B. Gonzalez V. Y., mismas que fueron utilizadas para su trabajo
de tesis,

Las pruebas sarolégicas para idertificacién de Salmonella, fueron
realizadas por el laboratorio de Enterobacterias del Instituto
de Salubridad y Enfermedades Tropicales, por la téacnica de
aglutinacion en tubo. Para lo cual se wutilizaron su2ros
polivalentes y monovalentes. Identificando el serotipo de las
salmonelas a través de la aglutinacién positiva que se obtiere con
el suero monovalente, determinandolo posteriormente con ayuda del
esquema de Kaufmanh-White, que agrupa a todos los serotipos de
La metodologia posterior de éste trabajo se realizé en el
laboratorio de Bacteriologia del Departamento de f£cologia Humana de
la Facultad de Medicina de la UNAM.

Una vez aisladas e identificadas las cepas, se almacenaron en tubos
de ensaye con medic de censervacién a una temperaturz de 4°C.

= Seleccion de cepas de Sglmonella resistentes a ampicilina.

De las cepas aisladas se selecciond solo un grupo de 14 cepas de la

espepecia Galmonella enteritidis v 2 cepas de Salmonglla typhi
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resistentes a la ampicilina. La seleccién se hiz¢ en base & los
serotipos aislados con mayor fracuencia en este estudio y durante
los ma¥os de 1987 y 1988, en el laboratorio de Bacteriologia del INP
Yy a ias pruebas de susceptibilidad y resistencia a la ampicilina de
las cepas aisladas. La determinacién de resistencia a
ampicilina, fue realizada por Gonzdlez V Y (17) determinando como
cepas resistentes a aquellas gque presentaron una concentracion
minima inhibitoria (MIC, concentracién minima de antimicrobiano que
inhibe el crecimiento de una bacteria) igual o mayor al valor de
corte que se reportz, en 1la literatura para los diferentes
antimicrobianos que se usan en la actualidad para el tratamiento de
las infacciones que causan estos microoraanismos. El valor de corte
sea define como la concentracidn maxima de antimicrobiano que se

alcanza en sangre.

capas dal serotipo 8, typhimurium, 4 cepas de S, heideiberg, 2
cepas de S, darby. | cepa da S. agona, 1 cepa de S. muenchen, 1
cepa de S. braenderup v 2 cepas de la especie S. typhi, mediante el
método de lisis alcalina descrito por Maniatis (34). Para lo cual
se utilizaron tubos de polipropilenc de una capacidad de 1.5 ml.,
con tapon, puntas estériles de polipropilenc para microrireta,
micropipata y cemtrifuga eppendorf.

La técnica de obtencién de plasmidos consistié en:

1) Inocular en 2 ml. de caldo infusidn cerebro-corazén, conteniendo

ampicilina, una colonia bacteriana e incubando a 37°C durante 12

horas con agitacién constante.



2) Se tomé 1 ml. del cultivo vy se transfirié a un tubo eppendorf,
centrifugando a 15,000 r.p.in, 4°C durante 3 minutos.

J) Se removid el sobrenadante por decantacidén y resuspendid =1
Paquete en 100 ¢l de solucién I (recien preparada), para romper la
pPared celular (22, 53), manteniendo 30 minutos a 0°C.

4) Se agregaron 200 pul de soluciéon II, para lisar la célula,
pPrecipitar lipidos de membrana y proteinas, separar ADN cromosomal,
desnaturalizarle y separar el ADN de plasmido sin dalarlo (22, 53),
mezclando el contenido por inversiéon del tubo de dos a tres veces,
manteniandolo a 0°C durante 5 minutos.

%) Se adicionaron 150 gl de solucidén 111, neutralizando con ello
los lisados (22, 53). Posteriormente se resuspendid y mantuvo a 0°C
durante 490 minutos.

6) Enseguida las muastras se centrifugaron a una velocidad de
15,000 r.p.m. a 4°C durante 20 minutos, inmediatamente despuds se
transfirieron a otro tubo eppendorf 400 gl del sobrenadante, se
adicioné 1 wml. de etanol absoluto frio (-70°C) se mezclé por
inversién del tubo de 3-5 veces y se mantuvo a -70°C durante S
minutos o hasta observar que la mezcla estuviera viscosa,
obteniendo asi la precipitacién de ADN de plasmige (22, 533.

7) Se centrifugd la muestra a 15,000 r.p.m., 4°C durante 3 minutos
y se desechd el sobrenadante por decantacién.

8) Se adicionaron 100 pl de solucién [IT y 200 sl de etanol frio (-
70°C} mezclando el contenide por inversién del tubo y se mantuvo a
~70°C durante 5 minutos hasta obtener nuevamente una mezcla
viscosa.

9! La mazcla fue centrifugada a 15,000 r.p.m., 4°C durante S
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minutos, se desechd el sobrenadante y se lavo adicionando 1 ml. de
etancl a -70°C resuspenciendo.

10) Se certrifugd nuevamente a 15,000 r.p.m., 4°C durante 5 minutos
¥y se desechd¢ el sobrenadante por decantacién.

11} Se elimind el resto de etanol de la muestra, con una bomba de
vacio durante 30 minutos o a temperatura ambiente durante 3 horas
hasta observar la formacidén de cristales en el fondo del tubo.

12) El Paquete se resuspendi¢ en 50 ul de buffer tris-
Et:lendinitrilotetracetato a pH 8 v 12 pl de pUrpura de bromafenol.
El andlisis de plésmidos se realizé por electroforesis en geles de
Agarosa, segun método descrito por Maniatis (34).

Los gelex se pPrepararon con agarosa al 0.74 con buffaer tris-boratos
{TBE), disolviendo  en autoclave a [(15°C durante S minutos.
Posteriormeante xe vacié la agarosa en una placa de acrilico de
12.5 ¥ 8.0 cm. donde se colocd un peine, para lograr la formacién
de pocillos para colocar la muestra en el gel (Fig. 1), Una vez
solidificada la agarosa, se retiréd el peine y colocé la placa en
una camara para electroforesis (Fig. 2), agregando el buffer THE en
la camara de tal forma que el gel quedara cubierto por éste
(aproximadamente 260 ml.). Antes de someater la muestra a
electroforaesis se centrifugd a 15,000 r.p.m. & 4°C durante 5
minutos, colocando 25 sl del sobrenadante en cada uno de 1los
rocillos dei gel. El corrimiento de la muestra se realizé a 80
voltios durante 2 horas, realizando dos cambios de buffer en 1la
cdmara, 30 y 60 minutos después de iniciada la electroforesis.
Finalmante el gel fus teRido con una solucién de brromuro de etidio

a una concentracidén de 0.5 ua/ml. durante 1! hora a temperatura
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ambiente.

Los gmles teXidos fueron observados y fotografiados bajo un
transiluminador de luz UV utilizando un filtro rojo y palicula
fotografica blanco y negro Tri-X-Pan (ASA 400) . Una ver
fotografiados se almacenaron en la misma solucién de bromuro de
etidio a 4°C.

Se utilizaron cepas control de E, coli Ki2 con plasmidos de rpeso

molecular conocido, que presentaban las siguientes caracteristicas:

Caracteristicas fanotipicas de resistencia a antimicrobianos vy peso

molecular de los plasmidos de las cepas control.

Plasmido Caracteristica de Peso molecular
resistencia. (1) {daltones).
P654/PRSD1 Te ISK10
. . 6
GM30/pBRJ322 Te Ap 2.6X10
6
J34/RP4 Tc AP Km Nm 40X190
6
K37/RI-19 Ap Km Sm Sp Su Cm 63%10
{1) Tc- Tetraciclina, Ap- Ampicilina, Km- Kanamicina, Nm-

Neomicina, Sm- Estreptomicina, Sp- Espectomicina Su- Sulfametaxazol
» y Cm- Cloranfenicol.

2.4~ Obtencion de transconjugantes para el 9énero Salmcnella.

La conjugacién se realizd de acuardo al método descrito por Alcaide
v Garay (1).
La cepa receptora utilizada en la conjugacidn fue E. coli K12

C600, &cido nalidixico resistente (sin plasmido) vy las donadoras,
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Los donadores v raeceptores se cultivaron en tubos de ensaye con 3
mi. de caldo Luria, en un bako a 37°C con agkta:iou constante
durante 4 horas. Posteriormente se towd | ml. de la cepa donadora y
2 ml. de la cepa raceptora, se mezclaron en otro tubo de ensaye con
3 ml. de caldo Luria y la mezcla se incubd a 37°C, sin agitacion
durante 18 horas.

La seleccion de transconjugantes se realizé en placas de agar Luria
conteniendo Acido nalidixico y ampicilhna.

Una vez transcurrido el tiempo de incubacidén se realizaron
diluciones de las cepas conjugadas de 1:100 vy de 1:10,000 en una
solucion estéeril de cloruro de sodic (NaCl) al 0.85%. Finalmente se
inocularon en las placas de agar Luria 25 ¢)l de la dilucién de cada
cepa conjugada, con una micropipeta y puntas estériles, estriando
con una ass bacterilépica para el aislamiento y seleccién de los
posibles transconjugantes. Las placas fueron incubadas a 37°C
durante 48 horas.

Se utilizd una segunda técnica para conjugacidn, en placas de agar
turia con las siguientes modificaciones (38).

Sa preparon cajas de petri con agar Luria sin antimicrobianos, en
las cuales se inoculd una asada de la cepa a conjugar para
raactivaria y se incubaron a 37°C durante {8 horas.

Una vez que desarrollaron las cepas donadoras y receptoras, se tomd
con una asa bactericldgica una colonia de cada cepa y se sembraron
en tubos de ensaye con 1| ml. de caldo Luria estéril. Posteriormente
de cada uno de estos tubos sin Ser sometidos a incubacidn, se

inoculé en lax places de agar Luria sin antimicrobianos, wuna gota

26



de 10 ul de 1la cepa donadora vy una gota de 30 ul de la cepa
receptora; se mezclaron con una asa bacteriolégica y las placas se
incubaron a 37°C durante 24 horas.

Una vez transcurridoe el tiempo de incubacién para conjugacidn de
las cepas, se sembré en una placa de agar Luria que contenia los
antimicrobianos selectivos: #&cido nalidixico y ampicilina, una
asada de la colonia desarrollada, se estrid¢ 1la placa para
aislamiento de los posibles transcojugantes y se incubaron a 37°C
durante 24 horas.

2.5- Analisis de Plasmidos en transconjugantes del género
Sakmonella.

Una colonia de cada uno de 1os transconjugantes obtenidos tanto
Para 8, enteritidis como para §. typhi, se inoculd en un tubo de
ensaye con 2 ml. de caldo de infusidn cerebro-corazdn (BHI) con
ampicilina, incubando a 37°C con agitacién constante durante 12
horas. Posteriormente se realizd la obtencién de rplasmidos en estos
transconjugantes por la técnica ya descrita, y se realizd
electroforesis en geles de agarosa a los plasmidos aislados,
utilizando en este caso la técnica descrita anteriormente para
Salmonglla. Analizando asi los plasmidos que se transfirieron por
conjugacion a 1a cepa receptora de E. coli. Los geles de agarosa
donde  se obsarvé la presencia de plasmidos de los transconjugantes
se fotografiaron bajo un transiluminador de luz UV con un filtro
rojo y pelicula Kodak Tri-¥-Pan.

En este caso se utilizé un control de E. ¢oli KiZz C600 sin
'CMJMQQI" del cual se inoculd una colonia en una pPlaca de agar

Luria con los antimicrocbimnos selectivos: #cido nalidixico vy
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ampicilina, incubando en las mismas condiciones en que se incubaron

las placas de agar Luria donde se selecciond los transconjugantes.
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IIT-RESULTADOS .
Aislamiento e identificacién de cepas.
Se aislaron 61 cepas de la especie Salmonslla enteritidis durante
el periodo de Enero a Abril de 1989, de nifos cuyas edades variaror
desde recien nracidos hasta 12 afos. El 72Y de las cepas fueron
aisladas @& partir de coprocultivos, el 15% se aislé a partir de

sangre, al 8% de liiquido cefaloraquideo y el S% de catéteres.

Se identificaron i0 gserotipos de Salmonella enterjtidis v los mas

um con 24 cepas (33.35), 8.

frecuentes fueron: B,
heidelberg con 14 cepas (19.4%), S. agona con 8 cepas (11.1%) y §.
derby con 4 cepas (5.6%). También se aislaron e identificaron {1
cepas de la especie S. typha h. cual presentd una frecuencia de
sr1slamiento de 15.3% dal total de cepas aisladas {cuadro 3).

Los resultadox de las pruebas bioquimicas realizadas para la
identificacicn da las cepas aisladas de las especies S. enteratidis
¥ §:. typhi. se presentan en el cuadro 2.

Obtencion de plasmidos.

Ga detecté 1a presencia de material génetico extracromosémico

itidiss S

(Plasmidos) en 6 merotipos de la especie

cepas de S, typhimurium, 4 cepas de S, heidelberg, 2 cepas de §.

derby, 1 cepa de S. muanchen, 1 ceps de 8. agona v 1 cera de S.
brasnderup, al igual que en 2 cerpas de la aspecie §S. typhi. Se
determing su Peso molecular, comparando sU movilidad
electroforética relativa (distancia que hay entre el origen y la
banda formada por un plismido en un corrimiento electroforético en

geles de agarosa) con una curva de 1o9. de movilidad

electroforética relativa vs. peso molecular (Fig. 3) construida con
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los datos obtenidos de la electroforesis realizada para plasmidos
de peso molecular conocido (cuadro 4).

El andlisis en geles de agarosa permitid¢ identificar cepas de S,
enteritidis v $S. typhi portadoras de un plasmido que confiere

resistencia a la ampicilina.

En el cuadro S5 se enlistan los plismidos de las cepas de S,

typhimurium aislados e identificados. En las cepas 1, 2y 3 se

identificé un plasmido de 20.5><106 daltones (d) (Fig. 5), el cual

les proporciona la caracteristica de resistencia a la ampicilina.

En la cepa 2 fue identificado ademds, un plasmido de 48.8:(106

daltones (Fig. S) en el que no fue posible determinar las

caracteristicas que confiere.

La cepra 4 de S. typhimurium (cuadro 5) presentd un patron de

resistencia a ampicilina, cloranfenicol, gentamicina, ceftazidina

y kanamicina y se identificé un plasmido de 27.2)(1!)6 {Fig. S) en el

cual no fue Posible determinar las caracteristicas fenotipicas que
confiere por las limitaciones del método, dado que solo se utilizé

un antimicrobiano como marcador.

En la cepa 5 de S, typhimurium (Fig. 5), se observé también la

presencia del plasmido de 20.5)(106 daltones y un patréon de

resistencia a 1a gentamicina, ceftriazona, cefalotina 1

tatraciclina, probablemente éste codifique para esta caracteristica
de multiresistencia pues nc se observo la presencia de algun atro
rlésmido que pueda conferir dicha resistencia.

Fueron aislados también en las cepas !, 2, 3, 4y 5 de S.
tyehimurium plésmidos de bajo pesc molecular de 0.39X106—17XIO6
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daltones (cuadro S, fig. 5), los cuales puedan proporcionar
diferentes caracteristicas de las codificadas por plasmidos R o
quizas simplemante se trate de pléasmidos cripticos: los cuales ro
confieren ninguna caracteristica fenotipica y tienen un p=so
molecular mencor de xoxlab. petectando que en estas cepas dichos
Plasmidos presentan un bajo peso molecular,

Salmonglla heidelberg.

En el cuadro 6 se presentan los plasmidos <que se aislaron e

identificaron en las 4 cepas de §, heidelberg con que se

trabajaron. En las cepas 6 vy 7 de 5. bhegidelberg (fig. &), se
identifico el plasmido de 20.5X106 daltones y un plasmido de alto
PRS0 molecular QB.BXXOG. el cual probablemente proporcione una
caracteristica de virulencia a la bacteria, puesto que sélo se
presenté un patrén de resistencia a ampicilina y cefalotina, 1§
resistencia a la ampicilina se atribuye al pldsmido de 20.5810b
daltones vy dicho plasmido de 48.8%X10 daltones no pusde codificar
una resistencia a antimicrobiano, ademas que se sabe que Salmonella
tiene plasmidos de un peso melecular muy similar que confiere
caracteristicas da virulencia.

La cepa 9 (fig., 6) presentd tembién el pldsmido de 20,5X10
daltones con un fenotipe de resistencia a ampicilina y tetraciclina
y dos plasmidos: wno de 10.48l06 ¥y otro de 4.4X106, los cuales al
parecer por su peso molecular se trata de plésmidos cripticos. En
la Junica cepa donde no se observd la presencia del plasmido de
20.5xxo6 fue en la cepa 8, donde quizés se perdié el plasmido
durante la extracccion, puesto que son muy susceptibles de perdegse

durante la misma, Solo se identificaron dos plasmidos de 4,9X10 vy
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6
de 4.0X10 daltones.

En las cepas 10 y 13 de S, derby (cuadro 7, fig.?7) con fenotipo de
resistencia a la awpicilina la primera y a la awpicilina ¥y
tetraciclina la segunda, se encontré un plasmido de 20.5X106
daltones que confiere dicha caracteristica de resistencia a cada
una de estas Cepas.

Tambien se detectaron otros plasmidos de diferentes pesos
moleculares; en la cepa 13, uno de 28.7X10 dalt&ncs y uno de
25.78106 daltornes no determinando las caracteristicas fenotipicas
que confieren por limitaciones del método utilizado. En eésta misma
cepa y la cepa 10 se encontraron otros plasmidos cuyos Ppesos
moleculares varian de 0.39X10 a 18X10 daltones, no identificando
las caracteristicas fenotipicas que confieren.

La cepa 11 de S, agonm (cuadro 7, fig.7) presenté dos plasmidos,
uno de 24.38!06 daltomes y otro de 48.3x106 daltones. El1 primero
Parece conferir resistencia a la ampicilina y tetraciclina a la
bacteria, mientras que el segundo, probablemente medie virulencia.
En la cepa 12 de §, muenchen (fig. 7), no fue posible detectar la
presencia del plasmido caracteristico de resistencia a ampicilina,
Puas hubo limitaciones de]l método de extraccidn, como el perderlo
durante la manipulacion o es posible que el numero de copias en la
bacteria haya sido escaso, En cambio se encontraron plasmidos de
bajo peso molecular que varia de 4.3x10b a 13X106 daltones.

En e)] analisis electroferético de la cepa 14 de §. braenderup.
sensible a la ampicilina se observé un plasmido de 43K106 daltones

el cual quizds medie alguna caracteristica de virulerncia o
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resistencia a metales pesados y un Plasmido de 13.6X106 daltones el
cual quizas no confiere ninguna caracteristica fenotipica.

En la cepa 15 de la especie S. typhi (cuadro 8, fig. 8) con
fenoti1po de resistencia a ampicilina se aislaron plasmidos de
43:(106 daltones y 13X10 daltones. E1l primero al parecer confiere
resistencia a la ampicilina, ya que no hay otro fenotipo de
resistencia a antimicroblianos y en el segundo no se conoce que
fenotiro confiera, aunque probablemente se trate de un plasmido
criptico por el bajo peso molecular que presenta. En la cepa 16 de
la misma especie , multiresistente a antimicrobianos (cuadro 8,
fig. ©) se encontraron cinco plasmidos, al de mayor pesc molecular
fue de 48.8)(!06 y el de merocr de 16><106 daltones, donde no fue
posible determinar el fenotipo que confieren.

Conjugacion bacteriana.

Las dos té4cnicas utilizadas para conjugacién permitieron obtener
los siguientes transconjugantes de S, enteritidis v §. typhi. La
técnica de conjugacién en tubo descrita por Alcaide y Garay
permitio obtener transconjugantes para la cepa ’5 de S, typhimurium
vy la cepa 10 de S, derby: mientras que la conjugacion realizada en
Placas de agar Luria, parmitid obtener transconjugantes de las

cepas 3, 4y S de S, typhimurium, la cepa 6 de 8. heidelberg v la

de S, typhi.
Se realizaron pruebas bioauimicas a todos los transconjugantes,
aplicando las pruebas que se utilizan para la identificacién de E,.

coli: agar Kligler, medio sulfuro-indol-movilidad (SIM), citrato de
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Simmons, fermentacidn de malonato y prueba de rojc de metilo-Voges-
Proskauer (RM/VP) obtemiendo los siguientes resultados:

Cuadro i.- Caracteristicas bioquimicas de los transconjugantes.

Prueba Caracteristica €. cel)
agar Kligler Fermentacién de +
lactosa.
Produccién de gas 4
Produccidn de -

acido sulfhidrico.

agar SIMe Produccion de indol +
Movilidad +
citrato da Simmons Utilizacidn de citrato como -

fuente de carbono.

fermentacion de Malonato. -
carbohidratos

Rojo de metilo Producciéon de acidos +
Vogas~Proskauer mixtos. -

sagar SIM- Sulfhidrico-indol-movilidad.

+ 100X de las cepas posibivas.

~ 100X de las cepas negativas.

El analisis electroforeético de tramsconjugantes, permitid detectar
la transferencia del pliasmido de 20.57(106 daitones de las cepas J ¥
S de S, typhimurium v de la cepa 6 de 5. heidelbera a la cepa

receptora de E; coli (cuadro 9 fig.9). Hecho que también ocurric en
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la cepa 10 de §, derby (cuadre 9 fig. 10). Este plasmido
codifica para resistencia a la ampicilina, dado sue los respectiveos
transconjugantas obtenidos A, B, C y E presentaron el fenotipﬁ de
resistencia a la ampicilina, caracteristica que no presentaban
antes de la conjugacisn.

En los transconjugantes D y F de Ia cepa 4 de S. typhimurium v de
la cepa 13 de S, derby respectivamente, no se cbservéd la presencia
de dicho Plasmido {cuadro 9, fig. 10) sin embargo sus
transconjugantes presentaron al fenotipo de resistencia a
ampicilina puasto que fueron capaces de desarrollar en las placas
de agar con antimicrobianos selectivos vy fueron identificados como
bacterias de E. coli. Es probablg que este plasmido lo hava petrdido
la bacteria, ya 4que no es estable en ésta o quizds se perdid
durante la axtraccion.

En e} transconjugante G de la cepa 15 de S, typh: (cuadro 10, fig.
107, ne obgervé la transferencia de los plasmidos de 43Xlob y de
13xnob daltoras. El primero en esta especie probablemente codifica
para resisistencia a la ampicilina, puesto aque el raspectivo
transconiugante rpresentd también dicho fenotipo y el segundo

plasmido probablemente sea criptico por su bajo peso molecular.
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IV-DISCUSION Y CONCLUSIONES.

En base al aislamiento total de cepas de Salmonclla enteritidis que

se obtuvd de pacientes del Instituto Nacional de Pediatria (INP),
S. typhimurium y S. heidelberg continuan siendc los serotipos mas
frecuentemente aislados en el INP, ya que dicho fent¢merioc se ha
observado también durante los dos ultimos afos, 1987 y 19838, en
dicho Instituto, A estos mismos serotipos pertenecen las cepas que
se aislaron durante dos brotes epidémicos de salmonelosis
detectados por el Instituto de Salubridad y Enfermedades Trcpicales
en diciembre de 1975 y noviembre de 1978 (37). Resultados similares
encontré Kupersztoch al aisalar con mayor frecuencia el serotipo S,
tyehinurjum a partir de pacientes afectgdos por salmonelosis tanto
an  wmuestras procesadas por laboratorios del sector salud, como
aquellas procesadas por laboratorios del sector privado (25, 26).
de gastroenteritis en nuestro pais (27) y ha provocado también
algunas infecciones entre pacientes interncs de hospitales
padistricos como el INP, Hospital Infantil de México y Hospital de
Padiatria del Centro Medico Nacional (46, 50).

Un porcentaje significativo de las cepas aisladas pertenece a la
esPecie S. typhi (16.9%) causante de tifoidea (6, 55) la cual
representa un problema de salud especialmente en hifRos, no solo
antre pacientes de este Instituto, sino también para otros a partir
de los cuales se han aislado cepas de dicha especie, como en el
Hospital de Pediatria del Centro Medico Nacional, presentando
resistencia a antimicrobianos como la ampicilina y trimetropim-

sul fametaxazol (50). Es importante sefalar que esta especie Frovocd
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una epidémia entre la poblacion -.exlcana durante 1972 (3).-
A partir de muestras de heces fecales y sangre de pacientes
afectados por dichas enfermedades, @5 muy probable aislar
organismos del género Salmonegllas dado que precisamente es en estas
muestras donde se hays el mayor numero de organismos del género,
" ademas que en ellas se puede detectar con mayor probabilidad en
caso de que el paciente este en la etapa de eliminacidn de los
MiEMOS O %@ encuentre justo en el periodo de incubacion, lo cual es
facilmente datectable an hecex facales y sangre.
Se utilizaron diferentes pruebas biogquimicas para la identificacidn
da cepas del génerc y para diferenciar entre s{ las dos especies.
Se traté usar el mayor mnimero de pruebas para que esta
diferenciacion de especies no fuese errénes detectando precisamente
ratronas de fermentacion para diferentexs carbohidratos como ramnosa
Yy trealosa, produccion de acidos mixtos como lisisna y ornitina vy
1a oxidacién da otros como el triptofano, etc. todas ellas vias
matabdlicas determinadas en cada especie de Salwognells por sus
caracteristicas genéticas.
Se detactd la presencia de plasmidos en todas ias cepas estudiadas,
los cuales varjiaron en numaro para cada cepa, Paso molecular vy
caracteristicas fenotipicas qua confieren a cada una de éstas.
Se encontré que los serotipos S. tyehimurjum, S. heidelberg v S.
derby comparten la caracteristics de resistencia a ampicilina v un
Plasmido con peso molecular de 20.5)4106 daltones. Estudios
similares en nikos como el realizado por Hadfield y otros aestudios
en animales y humanos han determinado la presencia de plasmidos gue

confil.rcn resistencia a antimicrobiancs en §, typhimurjum (7, 20,
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40, 43).
6

Se encontré una cepa de §. typhimurium com un plasmido de 27.2X10
daltones el cual difiere en peso molecular respecto del plasmide de
resistencia ‘a la ampicilina identificado en las otras cepas
(20.5%106 daltones), quizas ello se debe a que dicho plasmido
determina esta multiresistencia y de ahi la diferencia de peso
molecular.

en 1a cepa 11 de §. agona se detectd un plasmido de 48.8X10
daltones, encontrando nuevamente cepas de diferentes serotipos que
comparten un plasmdo. Este plasmido aquizads codifiqQue alguna
caracteristica de virulencia como lo son factores de adherencia
en ciertas zonas del huesped que esta parasitando o slgun otro
factor como invasividad del aparato digestiveo, caracteristicas que
recientemente se han encontrado en los organismos de S.
tyehimurium, S, dublin v 5. enteritidis (4, 9, 39, §7).

Se -islaroﬁ e lidentificaron otros plasmidos en los serotipos S,
typhisurium, S, heidalberg v S. derby, los cuales presentaron bajo
oeso molecular que varia de 0,.39%10 a 183106 daltones, cuyo peso
molecular sugieare que en este caso se trata de plasmidos cripticos,
los cuales no determinan ninguna caracteristica fenotipica, dado
que Salmonella se caracteriza también por presentar este gipo de
plasmidos, los cuales son de bajo peso molecular IOK\Ob y se
presentan en numero de copias alto en la bacteria (5, 21),

El plasmido de 24.3%106 daltones de S. agona, auizds confiere

resistencia a ampicilina vy tetraciclina, cabe resaltar el hecho de

gque éste difiere en peso molecular con el plasmido que confiere
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resistencia a ampicilina en los otros serotipos, por el hecho que

Precisamente en este caso hay una caracteristica fenotipica mas o

Quizids solo se trate de una secuencia de bases adicional que tenga

este plasmido vy no se haya detectado gor 2] método utilizado, ya

que éste no permite detectar variaciones tan pequeRas.

Es importante seRfalar que se han encontrado plasmidos que confieren

resistencia para varios antimicrobianos a la vez, conocidos como B-

lactamasas (ampicilina, - tetraciclina, penicilina, etc.), fandmeno

que <se observa en este caso, con un plasmido que probablemente

confiera resistencia para dos antimicrobianos del grupe de las 8-~
lactamasas (7).

Una caracteristica que resalta e S, braenderup es su sensibilidad

a la ampilcilina y ausencia de algun plasmidoc que determine

resistencia a di.cho antimicrobiano. Sin embarge se detectd un

Flasmido de 43XI.Ob daltones, micma Que gquizads determine virulencia

en ésta, puesto que la cepa ro presentd ningin otro  ferctipo,

ademas que hay que recordar que todas estas cepas fueron aisladas
de pacientes afectados pPor salmonelosis y ya se ha mencionade la

relaciéon aue hay entre plasmidos de este tipo vy la virulencia de
los serotipos.

En la cepa 15 de S. typhi un pliasmido de 43)(106, daltones parece
determinar la resistencia a la ampicilina, aunque dicho plasmido es
similar al plasmido de 8, braenderup no es posible correlacionar
los resulrt-dos, ya que en el primer cazo se trata de una espacie de
Salmonella vy en el segundo de un serotipo de S. enteritids. La
especia prasentéd también un plasmido de 13)(106 daltones, el cual

como se ha mencionado puede ser un plasmido criptico por su bajo

39



reso molecular.

La cepa 16 de S. typhy multiresistente presentd varios plasmides
)

encoritrando un plasmido de 48.8X10 daltones igual a los aislades

e 1gentificados en S. btyphimurium, §. heidelbera vy S. agona el cual

probablemente determine virulencia en las cepas para con su
huesped. El raesto de plasmidos probablemente confieran las
caracteristicas de multiresistencia, siendo impoeible
caractaerizarlos vya que 3solo se utilizé la ampicilina como

antimicrobiano selectivo.

[ empleo de endonucleacas de restriccidon vy un analisis
electroforético posterior, permitiria detarminar si hay alguna
similitud entre los plasmidos que confieren resistencia a

ampicilina y aquellos que confieren resistencia a ampicilina vy
cefalotina o ampicilina y tetraciclina, dado qu=a  presentaron
pequenas variaciones de peso molecular.

Los'transconjugantes obtenidos permitieron determinar los plasmidos
que confieren resistencia a la ampicilina, en los serotipos que ze
trabajaron, dado que las cepas receptoras de E. coli adquirieron el
fenotipo que tenian las cepas donadoras de 8. enteritidis.
Observando 1a presencia de dicho plésmido en el anilisis
electroforético realizado a los transconjugantes, ademas de que se
realizaron pruebas bioquimicas a éstos, commprobande con ello que
eran organismos de E. ¢oli. El bajo nimero de transcorjugantes
obternidos se debe a que algunos de los plasmidos que pPrezentan

+

estas cepas, ho tienen el sistema caracteristico F , el cual
permite el intercambio de material gendtice durante la conjugacién,

por lo cual son plasmidos no conjugativos o quizas este sistema no
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sea eficiente bajo las condiciones que se realizd el experimento.
La técnica de conjugacién en placa de agar, parecid ser la mas
aficiente para la transferencia de plasmidos, quizas porque
mediante esta técnica la rared celular de las bacterias estd en
estrecho contacto, lo cual es determinante para la formacién del
Pili por el que se da la transfereancia de material genético a
diferencia de la técnica de conjugacién en tubo, donde es posibie
que la conjugacién sea interrumpida por rompimiento del gili a
traves de algun proceso mecénico.

El aestudio realizadce en éste grupo de cepas de §. entseratidis
permitio determinar la presercia de plasmidos aue confierer
resistencia a la ampicilina en la mayoria de ellas, detectardo que
algunos de estos plasmides son susceptibles de ser transferidos a
otra bacteria mediarite el proceso de conjugacion, en particular el
Plasmido que determina resizterncia a la ampicilina en los serotipos

berg y §. derby, ademas de que dichos

8. typhurmurium, S. hei
serotipos comparten caracteristicas de resistencia a ampicilina vy
por. consiguiente presentan el mismo plidsmido. Es importante seRalar
@l hecho que estos serotipcs son los mas frecuentemente aiclados en
el INP vy un porcentaje significativo de las cepas que se aislan
presentan pPatrones de resistencia al mencs a un antimicrobiano vy
son por &consiguiente los serotipos de S, enterjtidis que mas
problemas de salud causan.

Esta caracteristica de vresisterncia a antimicrobianos en las
bacterias es el resultado de un proceso selectivo aue se ha dado

por el amplio uso de antimicrobianos en el tratamiento de este tipo

de enfermedades en el hombre, tanto por la prescripcién de altas
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Y constantes dosis de antimicrobianos, como por la administracion
en ocasicnes a niveles subterapeuticos. As{ mismo existen ciertos
plasmidos con la capacidad de ser transferidos por conjuaacidn de
una bacteria a otra, gracias al sistema de transferencia F’, el
cual determina la formacidén del pili en las bacterias, mismo que
permite el intercambio de material genético en éstas.

Estos plésmidos llamados conjugatives son  susceptibtles de ser
transferidos con wmayor probavilidad entre bacterias de la misma
especie y mas aln del mismo serotipo por la compatibilidad que
tienen entre si. Este potencial de diseminacidn epidémica entre las
FPoblaciones bacteriamas, dado por plasmidos ya cea determinando
caracteristicas de resistencia a antimicrobianos o caracteristicas
de virulencia de la bacteria para con su huesped v su capacidad de
ser transferidos eleva la patogenicidad de estas bacterias, siendo
tamb1én un  factor determinante para que aumente el nimero de
bacterias resistentes o multiresistentas a antimicrobianos.

Cabe resaltar que el preserite trabajo ha permitido ampliar el
conocimiento que se tiene de la biologia molecular de plasmidos que
determinan caracteristicas de resistencia a antimicrobianas y tener
mayor conocimiento del comportamiento epidemioldgico de algunas de
las cepas que se aislan con mayor frecuencia en el INP, determinar
que tipo de plasmidos confieren esta resistencia a antimicrobiancs
en los diferentes serotiros de Salmonella enteritidis que ahi se
aislan, adamas que dicho estudic ha permitido cbservar la posible
disa-;naCXOn de astas caracteristicas de resistencia &
antimicrobiangs entre un grupo de bacterias; puesto que todo ello

rerresenta un problema de salud de mayor magnitud rara los
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racientes v especi{ficamente en los del INP, quienes en su mayoria
son nikos menares de 12 aFos.

Todo ello marca la pauta para que se tome en consideracidn el
efecto que causa el uso de antimicrobianos, en ocasiones en forma
desmedidm en el tratamiento de infecciores, con especial referencia
ean nifos, ya que esto puede ser un factor debe}mxnate en la
selecciénr de aquellas bacterias precisamente resistentes a
antimicrobianos, provocandc graves problemas a corto plazo. Asi
mismc se considern que todo esto determina los factores que deben
da considerarse en un estudio epidemioldgico de determiradas
enfermedades causadas por bacterias, ya que en la medida que se
amplie €l conocimiento violdgico de estas, sera posible soluciorar

los problemas de salud que causan, en especial en miFos.
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CONCLUSIONES:
tos datos cbtenidos en el presente trabajo, permiten afirmar que:
1) Se demostrd la presencia de material genético extracromosémico
{plasmidos) en cepas de S, derby, S. heidelberg v S. typhimurium v
an la especie S, typhl, asi como su relacion entre plasmidos vy
Patrones de resitencia, con la obtencion de transconjugantes.
2} Se ‘dcnbihcb un plasmido conjugativo, con péso molecular de
20.5%10 daltores caracteristico de los serotipos 5. derby. S.
heidelberg v 8. typhimurium aue determina el fenotipo de
resistencia a la aml:_vicilina, ¥ un plasmido conjugative con paso
molecular de 43X10b daltones en S. typhi €l cual eprobablemente
determire la caracteristica de resistencia a 1a ampicilina en esta
especie.

6
3} Se observé la presencia de un plazmido de 48,8X10 daltones en
cepas de 8. agonma. S. herdelbera vy §. typhimurium, el cual

probablemente medie caracteristicas de virulencia er la bacteria,

asi como plasmidos cripticos en los serctipos §

S. heidelberg, $S. muenchen vy 5. typhinmurium con pesos molecularas
que varian de 0.4X10 a 10)“06 daltones.
4) Se considera que este trabajo refleja el problema que en la
actuslidad causa el mal uso de antimicrobianos en el tratamiento de
infecciones bacterianas, especificamente salmonelosis en nifos,
rues se seleccionan bacterias resistentes a estos medicamentos
aumentando maAs aum su patogenicidad.
"S5} Es necesaric conocer més acerca de la biclogia de estas

bacterias para evitar este tipc de problemas de salud.
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1 PRUEBA CARACTERISTICA S. enteritidis S.Lyphi
i

{Agar Kligler Fermentacidén - -
i de lactosa

i

t Produccion * -
{ de gas

i

i Produccidn + +
i de &cido

{ sulfihidrico

i

iAgar SIM Produccién - -
| de 1ndol

i

! Movilidad + +
}

tCatrato de Utrlizacidn + -
iSimmons de citrato

! como fuerte da

i carbono

i

IFermentacion ramnosa + -
ide carbohidratos trealosa + +
{

{

{Daescarboxilacion lisina + +
{de aminoécidos ornitina - +
{

iRojo de metilo Produccidn + +
{Voges Proskauer de &cidos - e
1 mixtos

¢ sulfihidrico-indol-movilidad
4+ Positividad en el 100X de las cepas
- Negatividad en el 100% de las cepas
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Cuadro 3.- Cepas de Salmonella enteritidis y Salmonella typhi aisladas

an el INP durante al periodo de enaro a abril de 198%3.

Aislamientos.
Cepa No. de Cepas

Salmonella typhimurtum 24 33.3
Salmonella heidelberg 14 19.4
Salmonelta agona 8 1t.1
Salmonella derdy 4 S.6
Salmonella shubra 2 2.8
Salmonella infantis 2 2.8
Salmenella muenchen 2 2.8
Salmonella braenderup 2 2.8
Salmonella kiambu 2 2.8
Salmonella indiena i 1.4
Salmonella typhi 11 15.3

Total 72 100.0
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Cuadro 4.- Resultados de wmovilidad relativa electroforética de

plasmidos de peso molecular comocido en cepas de £, coli.

Plasmido Peso molecular Movilidad relativa Desviacion
(daltones) (mm) estandar
GM30/pBR322  2.6X1 06 45 0.81
P&654/PRSD1 GSKHJB 16 0
J53/RP4 40%1 06 9 0
K37/RI-19 628!06 7 0.8%

l.- Promedio de la migracion relativa de 5 electroforesis realizadas

para cada plismido.
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Cuadro 5- Presencia de plismidos en cepas resistentes a ampicilina de

Salmonella typhimuriunm.

Cera Patrén de rosﬂstencinl Movilidad
rcl.tivaz
1 Ap 24, 48, 56
2 Ap 9, 24, 32, 36,
42
3 Ap Ce 21, 24, 27, 32
36, 43, 46
4 Ap CF Cm Cp G Km Tc 19, 35, 44
Ce Cf Gm Tc 24, 40, 44, S0

1.~ Ap~ Ampicilina, Ce-~ Cefalotina, Cf- Ceftriazona,
Gm~ Gentamicina, Km- Kanamicina, Cm- Cloranfenicol y
2.- Cada numaro representa una banda en el gel (mm).
3.~ 1X!06 daltonaes, cada numero es el peso molecular

48

Peso molccular3

20.5, 0.39, 0.39
48.8, 20.5, 12,
3.7, 4.2

24,3, 20.5. i7.
12.1, 8.7, 7.2,
3.5, 1.6

27.2, 9.%, 2.9
20.3, 5.7, 2.3,
0.39
Cp~ Cefoperazona,

Te- Tetraciclina.

de un plasmido.



Cuadro 6.~ Presencia de plasmidos en cepas resistentes a ampicilina de
Salmonella heidelders.

Cepa Patrén de resistenci-l Movilidad Peso nolecular3
rclntivaz

& Ap Ce 9, 24 48.9, 20.5

7 Ap Ce 9 48.9

8 Ap Tc 41, 52 4.9, 4.0

9 Ap Tc 24, 34, 63 20.5, 10.4, 4

1.~ Ap- Ampicilina, Ce- Cefalotina, vy Tc~ Tetraciclina. !

2. - Cada numero reprasenta una banda de plasmido en el gel {(mm).

3.- lxlO6 daltones, cada numero es el pesc molecular de un plismido.
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Cuadro 7.« Prasencia de plasmidos en cepas resistentes a ampicilina de
Satmonella enteritidis.

Serotipo Cepa FPatrén de Movilidad Peso nolecuhra
resistencia’ rel-tiva2
5. derby 10 A 24, 26, 31, 35, 20.5, 18, 13, 9.5
37, 42, 48 7.9, 4.3, 0.39

5. agona 11 Ap Tc 21, 9 24.3, 48.3

5. muenchen 12 A Ce 31, 37, 42 13, 7.9, 4.3

S, derby ,13 M Tc 18, 20, 24, 26 28.7, 25.7, 20.5,
e 30, 3T, 40, 45 18, 14, 9.5, 2.6

5. braenderup 14 sensible 11, AN 45, 13

1.~ Ap- Ampicilina, Ce- Cefalotina, Tc- Yetraciclina.
2.~ Cada numerc representa una banda de plasmido en el gel (mm).
3.~ le06 daltones, cada nimero es el peso molecular de un plismido.
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Cuadro B.-~ Prasencia de pliasmidos en cepas resistentes a ampicilina de
Salmonelia typhi.

Capa FPatrén de resistencial Movilidad Peso molecular
relativaz
iS5 Ap 11, 3t 43, 13
16 Ap Cm Gm Tc 9, 13, 19, 21 48.8, 38.2, 27,
2e 24, 16
1.- Ap Ampicilina, Cm- Cloranfenicol, Gm-~ Gentamicina, Te-
Tetraciclina.

2.- Cada ntmero representa una banda de plasmido (mm).
.- 1x106 daltones, cada numero es el peso molecular de un plasmido.
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Cuadro 9. - Presencia de plasnidos en transconjugantes de Salmonella
enterttidis.

Transconjugante Cepa Patrién de Movilidad Peso moleculnrg
r.sistencinl relativaz
A 3 Ap Ce 2%, 24, 27, 32 24.3, 20.9. 17
36, 39, 43, 46 12, 8.7, 6.0,
3.5, 1.6
B S Gm Ce Cf Tc 24, 40, 45, 50 20.5, 5.7, 2.3,
0.4
C 6 Ap Ce 24 20.5
D 4 Ap Cf Cm Cp 41, 51 4.9, 0.4
Gm Km Tc
E 10 Ap 22, 24, 30, 32 22.9, 20.5, 14.9
35, 40, 45 12, 9.9, 5.7,2.3
F 13 AP Tc 32, 35, 40, 45 12, 9.5, 7.0,

1.- Ap- Ampicilina, Ce- Cefalotina, Cf- Ceftriazona, Cp- Cefaperazona,
Ce- Cljoranfenicol, Gm- Gentamicina, Km- Kanamicina, Tc- Tetraciclina.
2.~ Cada numero representa una banda de plasmido en el gel (mn}.

3.~ lXIOB daltones, cada nuimero es el paso molecular de un plasmido.
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Cuadro 10.- Presencia de plasmidos en transconjugantes de Salmonella

typhi.

Movilidad Peso molecular

Transconjugante Cepa Patrén de
2

resist,om:ial relativa

1.- Ap- Ampicilina.
2.- Cada numero represgnta una banda de plasmido en el ’gel {mm) ,
3.~ mm" daltones, cada numeroc es el peso molecular de un plasmido.
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Fig. 1.~ Preparacidn de geles de agarosa,
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Fig.3- Grdfica dec peso moleccular de pléismidos en E. coli.
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Fig. 4.~ Electroforesis en geles de agarosa de plasmidos

con peso molecular conocido de cepas de E. coli., Or-Orgen
1-GM30/pBR322, 2-P654/PRSDI, 3-J53/RP4, 4-K37/RI-19.
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1 23 45

Fig.S.‘— Electroforesis en geles de agarosa de plasmidos
en cepas de 3, typhimurium. Or-Origen, 1- Cepa 1, 2-Ce-
pa 2, 3~ Cepa 3, 4~ Cepa 4, 5- Cepa 5.
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Fig. 6- Electroforesis en geles de agarosa de plasmidos
en cepas de s. heidelberg. Or-Origen, 6-Cepa 6, 8-Cepu 8
9-Cepa 9.




13 1112 1014 13 11 121014

P
l
P

Fig. 7= Electrofuresis en geles de agarosa de plismidos
en cepns de distintos serotipos de S, enteritidis. Or-0

rlp,en: 13- 8, derby, 11-8. agona, 12-S. muenchen,
10-8. derby, 14-5, hracnderup
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Fig, B~ Electroforesis en geles de agarosa de plésmidos
en cepas de S. typhi. Or-Origen, 15-Cepa 15, 16-Cepa 16.
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Fig.9~ Electroforesis an geles de agarosa do plasmidos
cn"!‘rnnscon,]ugantes de S. enteritidisg, Or-Origen, --=-
1-E. coli K12 ce0g {receptora}, D~Cepa donadorn, r-Ce~
pa receptora (TrnnsconJugunLe). A~Cepa 3 de §, typhimurium

BR-Ceava 5 de §, typhinvriym, C-Cepa 6 de §, heidelbery.
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Fig. 10- Electroforesis en geles de ngarvsa de plasmidos en

Transconjugantes de S. enteritidis y S. typhi. Or-Origen
1-E coli K12 C600 (receptora}, P-Cepa donadora, r-Cepn re--

ceptora (Tranasconjugante), D'-Cepa 4 de §. ryphimurium,E-Ce

pa 10 de 8. derby, F-Cepa 13 de S. derby, G-Cepn 15 de S.--

typhi.
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APENDIEICE.
I- Soluciones y Buffers.
a) Aislamiznto de plasmidos.
Solucion I.
- Lisozima 2 mg/ml.
{*)

- Etilendinitrilotetracetato (EDTA) 10 mM a pH 8.0
- Tris~aminometano hidroximetil (tris-base) 25 mM a pH 8.0
= Glucosa S0 mM,

Esta solucion se prepard en un bafio de hielo a 0°C. Las

soluciones de EDTR, tris-base y glucosa se esterilizaron en

autoclave a {0 libras/{15°C por 10 min. y almacenharon a 4°C.
Solucion II.

(os)

- Hidroxido de sodio (NaOH) 0.2 N .
~ Dodeci] sulfato de sodio (SDS) 1Z%.
Solucion III.
- Acetato de sodio 3 M a pH 4.8
Se ajustd el pPH de la solucidn con dcido acétice glacial y
esterilizo en autoclave a 10 1bs/115°C por 10 min. y almacend a
temperatura ambiente.
Buffers.
- Buffer tris-etilendinitrilotetracetato (TE}.

Tris-basée 10 mM a pH 8.0

EDTA 1 mM a pH 8.0

¢ mM- milimolar, unidades de concentracién de una solucién.
#% N- Normal, unidades de concentracién de ura solucién.

-Buffaer para eleactroforesis: Tris-boratos.
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Tris-base 89 mM a pH 8.0
Acido bérico 89 mM
Se¢ prepard el buffer a una concentracidn de SK y esterilizd
en autoclave a 10 1bs./115'C por 10 min. y se almacend
a temperatura ambiente. Al utilizarlo se diluyd a 1X con agua
desionizada estéril.
- Colorante indicador para electroforesis:
PUrpura de bromofencl al 0.1% con glicerol al S0% en agua.

II- Madios de cultivo.
- Caldo de infusidn cerebro-corazén (BHI), el cual contenia

33 ukg./ml de ampicilina para amplificar pldsmidos que confieren

la resistencia a dicho antimicrobiano, mismo que se adiciond al
medio estéril por filtracién con membrana wnwillipore de 0.45 wm.
- Caldo Luria.

Bacto triptona 10 9r.

Extracto de levadura 3 gr.

tloruro de sodio (NaCl) 10 gr.

Agua destilada 1000 ml.

Timina 20 vg/ml.

Se ajusté a pH 7 con NaOH 2.5 N

-Agar Luris.

Se prepard a partir de caldo Luria més 20 gr. de Bacto agar,
ajustando a pH 7.0 con NaOH 2.5 N, este medio contenia

1000 pg/ml de adcido nalidixico y 25 pg/ml de ampicilina como
antimicrobianos para saleccionar los transconjugantes de §.
enteritidis, mismos que se afadieron al medio por filtracion con

membrana millipore de 0.45 pm. La cantidad de antimicrobiano que
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se pestd para la preparacidon del medio cultivo, se calculéd en
base a la foérmula establecida en el Manual de microbiologia
clinica de Lennette (26).
peso de Volumen (ml) X Concentracidon (sg/ml)

antimjicrobiano potencia (pug/m})
Donda se considera 1la potencia del antimicrobiane para .la
preparacitn de una solucién, puesto que en ello radica su
efectividad contra un microorganismo y esto debe ser considerado
pPara cualquier estudio in vitro a diferencia del antomicrobiano
que se requiere para amplificar plasmido, donde no es necesaric
condiderar la potencia (10, 30).
~ Medio de conservacion.
Peptona proteasa 10 ar.
Extracto de carne 10 g9r.
Bacto agar 9 gr.
En 1000 ml. de agua destilada, ajustando a pH 7.4 vy

estarilizando en autoclave a 15 lbs por 15 min.
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