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RESUMEN. 

S• aislaron e identificaron bioquimica y serol6gicamente 61 cepas 

muestras de catéteres, heces fecales, liquido cefaloraquí.deo y 

sangre de pacientes del lnstit.uto Nacional de Pediatría tINPl, 

dUrante el P•riodo de enero • abril de 1989. 

Se seleccionó un grupo de 16 cepas resisten.tes a la ampici tina y se 

deter111in6 los pl&smidos que confieren dicha resistencia por el 

•étodo de electroforesis en geles de agarosa y por conjugación de 

estas cepas con ~L ~Q!i Kl2. 

Fue identificado un pl6s•ido conjugativo de peso molecular de 
6 

20.5X10 daltones" que confiere resistencia a la ampicilina en las 

La caracteristica de resistencia a antimicrobianos en las 

bacterias, en este caso a la ampicilina, puede ser el resultado del 

amplio uso de antimicrobianos en el tratamiento de leves 

infecciones v su prescripción constante , en especial en niños en 

los que frecuentemente se presentan. As! 1nisnto por la 

característica que presentan estos plásmidos de ser transferidos a 

otra bacteria por conjugación, contribuye a la dis .. inación de 

estas características de resistencia a anti~icrobianos entre las 

poblaciones bact•rianas. 



I- I N T R o D u e e l o N • 

1.1- Clasificación v Caracterlsticas del género §.!.!!!2n~!ll• 

El 96nero ~!~!!~pertenece.a la fa•ilia Enterobacteriaceae V 

Kauff•ann .,.. 1963. 1966 lo subdivide en cuatro subgéneros: I, II, 

III v IV. El sub9enero l incluye cepas de 2!!roQO~!!~ aisladas del 

hoMbre y vertebrados de san9re calt.,te, los sllb9en*ros 11 Y IV, se 

conocen ta..t>ien como 9t!lQO~ v son aislados general•ente de 

reptiles y 5us comensales (29>. L• Minor •!~ -~ en 1970, proponen 

una subdivisión 691 9'n.ro en cuatro ~pecies: §ªlm2n~!!@ 

~aY!f~AO'J!i <s~nero I de Kauffmman>, §!!mQD~!l! A!!~mª~ 

(s~ro II de Kauffmann>, §!!!!2!l~!!~ !!:!!2':l!.! (sub9*nero III de 

Kauff•annl v !ltl!1!2!!!!lla b2Yt.!!!Ji!!! lsubg-ro IV de Kauffmaml 129, 

521. 

En el siste.a taxotlÓIRico proPuesto por Edwards v Edtlin en 1972, el 

gilnero incluye tres especies, usadas en los Estados Unidos de 

Alotr1ca §~l~ll~ ~be!~r•@=&yiJ;, §Ble!!!'.M!!!J! ~~eb! v §~lmeo!!l~ 

ll019r-1~i5· Todas las sal.onelas son consideradas serotipos de §~ 

~i~i• l9's de 2000 ••rotiposl, eMcepto §~ !<t!e!~r•~=•Yi• y~~ 

!.l!l!bi 129, 521. 

Cowan ·~~ •1& _... 1974. desi911aron ti' aiste.ta de cuatro subg~neros 

usados fu.ra cM lo5 Estados Unidos de A-'rica. correspondientes a 

los cuatro sW>9én•ros d9 Kauffmann1 los sub9énl!ros I, 11 y IV 

inc:IU)'en las dif•rentes sal.anatas y el subtt6nero 111 incluye todas 

las @[.il:S!'.lB c:Msignadas cotno ª:. @!:.!.~2!1:@~.. t.-. quinto s1,.1bgénero es 

d9sl...-.ado por Le Minar en 1982 128, 29, 521. 

El Presente trabajo se basa en la clasificación propu•sta por 

Echtards y Edwin par• la designación de especies • y el esquema de 
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kauff•ann-White para designar los serotipos (28, 29>. 

La nCM1tenclatura usada Para ~~l92o!'!!@ no sigue laa reglas del 

Código de Na.enclatura de Bacteriass los pri.eros serotipos que se 

aislaron fueron designados especificamente por el papel que 

CU11plaru §_,_ !l!ebi (agente de ti foideal, §L l<l!ebil!!l.!tl!!!! <agente de 

enferlledad en el ratón), etc. Los siguientas serotipos de 

bl!'.QM!l!. dml s\..lb9.tf'lero que se aislaron, se desi~aron de la 

•is..a for•a. Los nuavos serottpos da los sub96neros II-lV fueron 

designados de acuerdo a sus formulas anti9'nicas C29>. 

Las bacterias de .. te género, son bacilos 9ra• negativos, móviles y 

•iden ele 0.7-t.5 K 2.0-s.o ~ms son anaerobios facultativos, crecen 

.-. medios de apr en colonias de for .. 1 isa de 2-4 .,.. de di6metro. 

con el centro negro C281. 

Tienen ..,. distribución '"""dial. El principal h6bitet de §!lm2~!l! 

es el tracto intestinal de ani .. les y •1 tto.bre. Se micuentran 

talll::>ién en allbiente natural, fuera del m.-sped, Cacaua, suelo, 

alimentos>, puesto 

.,..l~ale& y hulllanas 

- pueden 

despU<los de 

ser 

una 

elintinadot> 

infección • 

en e)(.cresiones 

No se pueden 

reproducir en •tlbiente natural. pero pueden sobrevivir por se-nas 

o hasta aRos en codiciones f avorable5 de humedad, telltperatura Y pH 

(28, 291. 

1.2- Aisla•iento v -ios de cult.ivo -le•dos en el ...,..ro 

§91!!!!!!'.!!llll· 

Los or99nis•os de ••te 9'tnero pueden aer aislados a partir de 

s.ngre, de acuerdo al Mtodo cl6sico para he•ocultivos, propuesto 

por CHt.al'led• V Hall (281. Se eislan -ién a P•rt.ir de -stras 

fecales. ali..,,to y -...st.ras anibiental•s, ca.o agua conta•inada, 
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•tes a parti~ de muestras con escaso contenido de organismos de 

~mQD~!!§ o muestras de una inezcla de diferentes tipos de 

bacterias. •• utilizan medios de enriquecimi•nto, para su 

aisla•i9lto1 Medio d• tetrationato de Mi.~ller, Medio de caldo 

••lenito de Leifson v el medio de Muller modificado por Kauffmann. 

Tales .. dios contienen lnhibidores para colifornttts v perMiten el 

Los medios de a99r usados para su aislaw.iento, son moderadamente y 

altaltt9flt• ••lectivos, los prim•ros son1 a) ag.ar MacConkey, donde 

las colonias lactosa positivas son roJas v las lactosa negat.ivas 

son incolorasr b) 
1 

a9ar desoxicolato-citrato donde las colonias 

positivas son rojas y las lactosa nevativas incoloras, con el 

interior n199ro las productoras de &cido sulfhídrico <H 9) (24, 28, 
2 

29), 

Son m.clios •ltam..,te selectivos: al agar §!1!!!20!!!l!=§!J!li!ll!ª <SSI, 

donde el •sPeeto de las colonias es el misino al mencionado 

anterior~enteJ b) agar verde brillante. donde las colonias lactosa 

POSi~ivas son v•rdes v las colonias lactosa Fle99tivas son ro••s; c) 

Medio Hetktoen. donde las colonias que no fermentan ninguno de los 

az~•r•s que conti•ne el medio, son azul v•rdosas con el centro 

ne<gro, como Eª!~2!l!!!n; dl agar xilosa-lisina-desoxicolato <XL~), 

donde las colonias de i?l!!!!IOO!!:!!~ son rojas con •1 centro negro, por 

•1 H S producido 124, 28, 291. 
2 

l.3- Caracteristicas bioqui•icas v sarol69icas del género 

§A!~ª se caracteriza por producir g~s a partir de glucosas 
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todas las salmon•las son M6viles, excepto §~ it!!!O!~~ V §~ 

l!S?!!QtYI!• la mavor•a producen 6cido sulfhídrico (H S), pero a19Unas 
2 

COlnO ªL ~bQ!~t@C=§~!~ Y @~ e~t~~~ebi 0 no lo producen, los nitratos 

se reduc., a nitritos, utilizan el citrato co•o fuente de carbono, 

utilizarlo. Todas las especies son capaces de descarboxilar la 

ornitina. con excepción de ~L ~~ebi. •l i9ual que la 

ct.scarbowilación de lisina •• positiva con excepción del serotipo 

§a. el:C9~~eb!, la reacción de ureaaa es negativa, los amino•cido~ 

fenilalanina v triptofano no son oxidados. La sacarosa, salicina e 

inositol no son fer..ntados. ni t .. poco la lactosa a excepción de 

~L ~r!~2099 que si la fermenta, la D-Milosa es fer,..,,tada por todas 

las sal.,,...las v la 99latina no es hidrolizada POr ninguna de ellas 

(281. 

Serológica .. nte 11!!!909!!~ •• caracteriza por presentar tres tipos 

de antiverios. •i•~o• qu. son utilizados para su tipificación• 

SOI06tico• 10), flavelares IH> v de sUPerflci• IVll. 

Los anti99nos somtticos se car•cterizan por ser estables al calor v 

r•sistentes al alcohol, est6n compuestos por una proteína asociada 

a ~ polisac6rido, considerado como una .ndotoxina. Se conocen 67 

antígenos somAticos, los cuales se dividen •n anti9tmos mayores v 

con 11ayor valor taxon611ico los antigenos S0116ticos 

129). Los antivenos flagielares H son Proteínas 

termol6biles. Existen serotipos deª!!~!!~ que sólo producen un 

antágeno flagelar, llamado monof•sico. Muchos otros serotipos 

producen antágenos flaiaelares, llamados dif6sicos. Por ejemplo ftL 

!!Ot~iti~!• Y §~ ~lt'.f!!:!! producen anti~ flagelares nionof6sicos y 



Los 

antlvenos da •Uf>Grf icie se presentan sólo en algunos serotipos d• 

§~!~!!!., lllicalMlt"'lte se conoce un antigeno especifico de 

superficie, el antígeno Vi, que se present.a en ~.!... !-!lebi• §:. 

e•(ª~~eb! ~ ~ ~~ ~~!!~, pudiendo estar o no en sus respectivas 

cepas <.29). 

La tipificación de §~les?o~!!~ •n base a sus antigenos, permite 

dividirlas _.. serovariedades o serotipos, y con base a su fórmula 

antigénica. est.os son agrupados en el esquema de t<auffAtann-Whi te 

128, 291. 

Desde el punto de vista epidemiológico, se subdividen en: biotipos, 

fagotipos, bacteriocln.-tipos y antibiotipos. Los biotipo• se 

deter•inan con base a los diferentes patrones de fer11tentaci6n de un 

azúcar, Por las cepas de un mismo serotipo. Los fagotipos estan 

deter•inados por la sensibilidad a una serie de bacteriofagos, como 

•1 fago de Fellx y Callow o el Vi de Craige y Ven. Los 

bact•riocinas-tipos s• determinan por la Producción o sensibilidad 

a b.cteriocil'Wls, puasto que aproximadaMante el ~X de les cepa5 de 

~!~!!~ las produc.,... Los antibiotipos se determinan en ba~e a 

Ja resistencia a ciertos antibióticos C28, 29). 

l.4- Serotipos de ª•l~20lll! identificados en ""'xico. 

En M6xico han sido aisladas cepaa de 110 diferentes serotipog et.§~ 

•!:!~!!tlli~!•• que correspond•n al 5X de todos los serotipos que se 

conocen en el ""'ndo de esta •SPecie. Los serotipos 

fr•cuent...nte identificados en México entre 1940 y 1962 son: §~ 

:t:~et!!~t:iYI!· ªL ~!:.~X· ~h. Q~~eQd;:, §~ eS?Q!l!• §~ e~rH!!!H! y §L 

i!:!~a. Entre 1974-1981 fueron identificados 54 s•rotipos M~S de 
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l.. !P.!14t1t1~!11• si9ndo los m6s frecuentas: §L 19!;!01• §L !D!~m. §L 

9-t~~. lb. IDtlti~!~!~ serotlpo enteritidis, §L b~!~!!~lt9• §L 

iof1o~i~· §L !2{)!;!20. §L D!~esu:t. §L 2t!o!ll!!l~t9• §L e2!!2t~m. §L 

e22!3! V §~ ~~ebi~YCiMm• Se han identificado también las especies §~ 

!;l:!2lltil!!=ll~ill V §L t.~e!:li· Salmonelas que se han aislado a partit• de 

Ml.Jestras de ori9'"11 humano, ali•ento, ani•ales v aguas de drenaje 

(16, 37, 44, 59). 

Loa pl6.slftidos son elementos extracromosómicos pt·esente<s et'l todas 

IOOléculas circular•• de 6cido desoxiribonucleico IA!>Nl 

covalent.Mente cerradas v superenrotla~as, autónoeos en su 

ya que po .. an 9enes que les per•iten replicarse 

del ADN cr090soma l. SU peso molecular varia de 1X10 

sin 
6 

a requerir 
6 

200)(10 aproximada11ente. Portan ven es confieren ciertas 

f \a'K:i ones biol69icas a las bacterias que lo paseen colftO: 

resistencia a anti•icrobianos, a ••t•l•• pesados <Ag Y Hg) y 

fer..ntación de ciertos azúcares (lactosa, xilosa, etc.) (5, 21, 

42>. 

Se conocen diferentes tipos de p1As$ldos en f'6)ci6n d• las 

caract.eristicas fenotipica• qu41: confiaren • las bacterias. Los 

PlA5•idos F Cde factor .. xual) descubiertos inicial11Mmte en ~~ Ciel! 

K12, ser transferido• de una bact.eri8 a otra por 

conJugación, un i11Portant• ~ecanis~o de recOMbinación 99nética en 
• 

bacterias, transformando la baicteria receptora en F • 

COl')jugación se realiza gracias a genes que parta est.e pl•s•ido queao 

codifican for.ación de: una proteína, que forma el llaMado pili •n 
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bacterias, ~1 cu•l permite el intercambio de material genét:.ico. 

Tienen la capacidad de interaccionar con los genes cromosoma.les 

movi llz•ndolos e inte9r6ndolos al cromosoma de otra bact~ria, 

teniendo como res1..1ltado una cepa HFr (alta frecuencia>· <S, 21). 

Los plAs•idos R, confieren resistencia a una o más 

plAsmidos Col, codifican prote1nas llamadas colicinas, con 

propiedades antimicrobianas. Los plásm1dos que confieren 

Patogenicidad, codifican para enzimas catab•!il icas, ir-i..:riementando la 

Patogenicidad en bacterias. Pertenecen al 9rUPo los pl•smidos Ent, 

det•rminando la síntesis de enterotoxinas, c1.1va prodrJcciOn darla al 

organismo en que habita la bacteria, al igual q1..1e los plá!:rn1dl.)S Hly 

Otro tipo son los pl6sn1idos que median virulencia, v auttentit.n la 

pat.09el'uc1dad de las bacterias que los presentan, un eJentPlo de 

el los son los que se encuentran en el género !2ª!!!!QQ~!!! (8, 3·~, 

40>. 

Algunos pl~smidos le$ confieren resistencia a •et.ates Pesados, come• 

En la bacteria se presentan uno o m:ts ptasmidos q._.. plleden 

coexistir llamados compatibles e incompatibles aquel los que no 

pueden coexistir. 

S. conocen do& clases de pl~s.midos: los conju9ativos q1.1• t5e plleden 

transferir de una bacteria a otra, de peso molecular mayor de 
6 

40):(10 , mantenidos en una o dos copias por cromc•sc•ma bacteriano y 
6 

Pltt.s11idos no conju9ativos , de P•so molecular menc•r de 10H10 , q•Ae 
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no tienen la CBPacidad de ser transferidos y se encuent.ran 

aproxim•dante 15 copias por cromosoma bacteriano. 

La replicación vegetativa de un plAsmido depende de su tarnaño y 

ocurre durante el ciclo celular normal. Los pl~smido~ de pese• 
6 

mol•cular •avor de 30Xl0 , se presentan de una a tres copias por 
6 

c~h,la Y los Pl,sm1dos menores de 30}00 se presenta11 mas de 10 por 

c6lr.,la C5, 21). 

Los Pl•smidos presentan secuencias de 1nsersit!•n y transposc•ne::... 

ta .. bi•n presentes en cromosomas bacto:rianos y fagos. Las secl4encias 

dtt insersiOn son elementos gen6ti cos de: 768 a 5, 700 pares de base"E·, 

responsables de h11 interacción q1.1e hav entre pl6smidos y crornosc•rnas 

bacterianos <5, 21, 42>. LoE transposor1~s también elementos 

99n•tico5 tienen un tanta?io qu~ va de 1,000 a 20,000 pares do: t•ases 

tienen la caracteristica de replicarse por si •ismos e 1nse1·tar"Ee 

Codifican para muchils de: lc.s c•racterist1cas det.~H·minadas por 

pl6smidos (resistencia a antimicrr.:obianos~ metales pesados, ie:tc.). 

Tienen •n zus extremos secuencias repetidas invertidas cuyi:• t:.amat\•:i 

varía 38 a 1.300 pares de bases <5, 21, 42). 

1.6- Patogenicidad y resistencia il antimicrobianos del género 

Estos organismos son patoganos para el hombre; causando fiebres 

ent6ricas, 9actroent•ritis v bacteremiils-septicemias (28). ª~ 

adaptados al ·hollbre <27, 28. 29>. Las salmonelas adaptadas a 

e2!l2tYI! en a vea, 2.1. A~2!:~!Jl=•9~.i. en caba 11 os provocan cuadros 



clinicos de tipo f5epticémicos y en humanos pueden pt·oducir 

infecciones, especialmente en niños causc:tndo la muerte C27>. Otras 

salmonelas son capaces de provocar infecciones tó')(icas vía los 

alimentos. 

La patogenicidad de los di ferent.es serot.ipos no sa conoce C28), 

depende del serotipo q1,.,e cause la infección, la dosis qt.'e se 

ingiera (lf de bacterias> v la zona donde l le9ue a hospedarse: (29>. 

§h.. ~~eb! es especifica del hombre ca1.1sando principalmente f iebt·e 

hofflbre i>E: conoce como salmonelosis (6, 27, 55) y son transmitidas 

de hombre a hombre 5in hospedero intermiediar io, por 

contaminada, por heces fecales o por alimentos contaminados (27, 

26, 29). Es necesario in9erir un m'.1mero de bacterias 
6 9 

suficientemente alto, de 10 a 10 , para presentar sint.omc:~s 

el inicos (28>. El cuadro el in ice• que se presenta Por esta 

enferrnedad, va desde el portador asintomAt1co y las formas 

subcl i.nicas hasta la septicemia fulminante; predominan lñs 

manifestaciones gastrointestinales, como diarrea, fiebre, vi!.•mi to, 

dolor abdominal, inconciencia, etc. (6, 27, 55>. 

La resistencia a antimic1·obianos en §.ªlrr!QO~l!!! a una o mlis drogas 

ant.iraicrobianas, está detenn1nada por plásmidos (5, 12, 21 >. Er;f:.e 

fenómeno est6 relacionado con los patrones de uso que se ha tenido 

en el tra~amiento de infecciones en el hombre y animales (10>. La 

al t.a incidencia de res1stencid a ant.imicrobianos en bacterias 

a1sli1das de animales puede '3er atribuida a 1.ma presión selectiva, 

dada por la administración de antimicrobianos a niv-=les 

subt.trapeuticos e 141. 
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Holmber9 ~~.!. ~1 C1984) publicaron recientemente evidencias de qt.1e 

las bacterias de or19en animal resistentes a antimicrobianos pueden 

ser responsables de serias infecciones intest.inales en el hombre 

(14). 

El ampl 1c• • indiscr im1nado uso de antimicrobianos, para la 

prevención d• infecciones, su adición a al iment.os, -ate. ha creado 

graves problemas seleccionando a aquellos organismos resistentes, 

que son potencialmente productores de enfermedad.r::!s graves en ie.l 

hombre 143. 47. 51). 

Hadfteld C1985), aislo en ur1 brote epidémico en niños de Liberia, 

cepas de §!.. ~!=;~r.!~.ü!i~ resistentes a va,-ios at1timicrobianos como: 

ampici 1 ina, cloranfenicol, estreptomicina y tetracicl ina entre 

otros <20). 

Nakamura ~~.:. !'!!.!. < 1985> detectaron cepas de ~,!.. ~ni~r!!·i~.l~· §.!. 

Q!J~!i!J V §.?. !-~Eb.!ID~r!!JID en animales enfermos <ratón, gato, etc.> 

resistentes a ampici l 1na, kanamicina y tett·acicl ina <:~9). 

T~vlor ~~~ ~!~ Cl985) encontraron cepas de§~ ~~ebi resistentes a 

cloranfen1col, e~treptomicina, su 1 f amet.axazo l , trimetropin y 

tetraciclil"1a (~4). 

Platt ~!;:.!. !!!.=.. 0986> encontraro11 cepas de §.:. t~Ebi!!!!JC..iY[h ?.:. 

!D~~~.i~!~!~. ~.:. g~º!!ú, §.:. b~i9~!~~r~. ª~ iofªo~i~ v §.!. 9~tº~ 

resistentes & antimict"obianos, aisladas en un brote epid6mico en 

Gran Br•t•"'• (45). 

Ciolds.te1r1 ~!~ !! han dado a conocer cep&s de §.:. ~~eb! resistentes a 

...Ult.iples ent1microbianos1 amp1cilina, cloranfenicol, 

estreptomicina, tetraciclina, s~'lfametaxazol v trimetrop1n <15). 

Tambiert han sido det.ectadas cepas de §~ !'.)~!1EQ!! v ot.ros tipos de 
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~!:lm20!!!!ª resistentes a cloranfenicol, causando epidemias en los 

Estados Unidos de América, por alimentos contaminados por estos 

organi~mos (51). 

Ling y Chau <1987), a1slar•::in cepas de ?.!.. g!:'!-~ri!:iQi.? resistentes a 

múltiples anti microbianos. Siendo las más frecuentes: 

~~eb~mY!:.!Yffi• §~ l2bªª~ªºYC~· ª~ ~!Qg~~Q~~b. §~ ~~~~~, §~ ag~eQC~ y 

12~ lQQgQQ resistentes a: ampicil1na, cloranfenicol, sulfametaxazol, 

tetrac1cl1na y tr1rftetrop1n, provocando importantes 9astroenter1t-is 

(31, 321. 

Nastas1 <1987> aisló cepas de?~ Q~º!!D resistentes a cloranfenicol 

y eEtreptomic1na de epide•ias de gastroenteritis en n1~os <41). 

Ha sido dentostrado que se puede presentar la transferencia !!:! ~!.!.!:.Q 

de Pl•smidos que determinan resistencia a antimicrobianos en cepas 

de §.!.. gn!!~ri~!gi§ a otras cepas usadas como receptores, cc•rn es el 

CdSO des~ ~Q!i (1, 31, 32, 35, 41, 43, 54, 58). 

1.7- La Salmonelosis: Un problema de Salud póblica en l'léxico. 

Diferentes cepas de §L ~n~~~i~igi§ y ª~ ~~~b! resistentes a 

anti1Ricrobianos, caiusantes de epidemias o 9astroenter1tis etiti-e la 

población mexicana han s1dc:• aisletdas. 

Kupersztoch 

resistentes 

Cl981) encontró en México cepas 

.. sul fa111at•xazol, amptctlina, 

de 

carbaniciltna, 

cefalotina, cloranfenicol, estreptomicina y tetraciclina. Siendo§~ 

~~eh!!!!Y~iY!!! el serotipo 116s frecuentemente aislado, en cepas 

a&•l•das de hospitales (52.2X> y en cepas aisladas de laboratorios 

privados (26.B:O (25, 26). 

P•rez y Hern6ndez detectaron (1985) detectaron que entre la 

población infantil las cepas aisladas de e~ !Dt~~!~i9i! eran 
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frecuentemente resistentes a: ampicilina. cloranfenicol. 

estreptomicina y observando además un incremento en la resistencia 

de 84.2%, 79. 7X, 58.6Y. y 48. 7% para cada uno de los antimic1·obiiu1os 

mencionados con respecto a su resitencia reporte.da en 1953-1965, 

que •ra de 7, 1 y 0% respectivamer1te <46). 

Solorzano ig~.:. !l=.. (1987) aislaron cepas de §=.. 

r•sist;entes • ampicilina, cloranfenicol, trimett·opin y 

sulfametaxazol (50). 

"'•rtinaz ~~"- ~!.:. ( 1986) aislaron cepas de §J. ~:lebi!~r:.i~m, §.:. 

Ml~~!:i~!~!~• §.:. !20~Q0 Y §!. eQQÚª en hospitales pediAt.r lCOS en 

México, [>1str1to federal, resistentes a tetracicl ina <35). 

El Instituto de Salubt"idad y Enfermedades Tropio::ales encontró tres 

brotes de gastroenteritis en México causados por §!l!DQO~!lª· 

El primero ocurrió en noviembre de 1973, ocasionado principalment:e 

por §.:. !Of!!O~!á aislada de alimentos. El segundo brote s~ observt• 

en diciembre de 1975, detectar1do a §.:. b!!!Q~!ºf!(.9 como principal 

causante y •1 tercer brote en noviembr• de 1978. encont.randose a §:.!. 

~xebim~C!Ym c<>110 principal serotipo (37>. 

La salmonelos1s es un problema de salud que se ha venido 

incr•-ntando no sólo en nuestro pais <8, 16), sino tamt·i~n el'• 

otros co.o1 Estados¡ Unidos de Aa.•ríca, Francia. Gran Bret.aña, Perú, 

Chile, etc. causando 9rave3 infeccion•~, pérdidas económicas y 

altos porcentajes de muertes en el hombre (2, 10, 15>. 

Los or9anis1nos de §!•l!!20~l!9. t.!'J~~ri~i~i~ son causa frec1.~ente de 

bact•r••ias, gastroenteritis y complicaciones •~ltiPles en niños 

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

problemas en los lactantes y en menor proporción entre la población 
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infantil preescolar y escol~r, con Porcentajes de 55~, 38Y. Y 5% 

r•spect1vamente. Esta enferntedad ocurre en forma endémica con 

mAximos en la parte final de la primavera y en época de verano. Las 

temperaturas superiores a los 22•c y la humedad favorecan las 

condiciones para la infección salmonelósica <27>. 

Un i~portante porcentaJe de transmisión de salmonelosis es a través 

de al iMantos contaminado$ por §.ªl!!QQ~!.l!!I consti t1.wen un import.ante 

ejeMPlo, la infección salmonelósica por aves y sus Productos 

contaminados o en ~al estado, siendo causa de brotes epidémicos 

entre la Población que los consume. Los animales domést.icos q•.c1e 

sirvan como fuente de carnes comestibles son también causa de 

infección, así Co•o algunos •mbutidos, entre ellos la longaniza y 

el chorizo, en los q~ae se ha aislado ~ª!m2og!!§ C27, 44, 48). 
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JUSTIFICl\CION 

La conjugación en bacterias y le capacidad de los transposones de 

insertarse en aoléculas de Al>N, contribuyen a una disemin;;.c\ón 

rAp&da de la resistencia &. antimicrt:1bianos en nuevos vectores que 

pueden ser transferidos v replicados estable~ente en diversos 

hospederos.. De igual forma, el &mpl io e indiscriminado • . .iso de 

antimicrobianos en la prevención y tratamiento de infecciones, así 

COWiO su adición a aliMentos pat"& ani•ales ha Propiciado la 

selecci61-. de or9anis,nos resistentes y pot.encialmente producto>·es de 

enfermedades •n el hombre, como es el caso de g:.!. gn!:~!:!~i9.i.'2 

.. ••Picilina. cloranfen1col, estrept..omicína? 

te:tracicl ina. etc. organismo que causa fr-ecuent.emente epidemias, 

gastroenteritis v co11plicacion-"!s múltiples, ent.re la poblactón 

mexicana en particular en la población infantil, provocando graves 

problemas de salUd y p•rdidas econOmicas. 

En virtud de que este organismo es la especie mAs frec1.1entecnente 

aislada; del venero §!!.l!.20!:lll en hospit.ales pedié:t.rícos, se 

planteó la necesidad de realizar el pre~ente trabajo con el fin de 

identificar bioquímica y serológiic:amente 

resistentes. a anttmicrobianos en un hospital pediátrico, bislar los 

plAsmtdos que confieren estas carac:tet·isticas de resistencia a 

antiMicrobianos v determinar si esta característica de resi~tencia 

a ant.tr1ic:robiano5 puede ser c:OtnPartida por los diferentes 

serotipos de §.!!!!2Ml!~ !!!'.:!~!IJ:r:i!i!~H.§ que sea posible aislar. 



O B J E T I V O S • 

El objetivo general de este trabajo es caracterizar plásmidos q1.'e 

confieren resistencia a ampicilina en cepas de ª~!IDQD~llE 

~ot.~r.!.tüt!.~ aisladas en el Instit.ut.o Nacional de Pediatría y los 

objetivos particulares son: 

l.- Aislar e identificar cepas de diferentes serotipos de 

§.@!filQQ~l!ª ~Q~!!!:.i~i~iª- a partir de muestras de catéteres, rnat.eria 

fecal, liquido cefaloraquideo CLCR) y sangre de 72 pacientes del 

Instituto Nacional de Pediatria. 

2.- Seleccionar las cepas de aquellos serotipos de §ª!m2ngl!ª 

!!Ot:l:!:!~HH.'.á resistentes a ampici l 1na. 

3.- Determinar la presencia de material genético extracromos6mico 

(pl6smidos) en las cepas de ~2!ffiQO~!!ª !Q~~!~!~i~ resistentes a 

ampicilina, Por el Mtodo de electroforesis .gn geles de agarosa. 

4.- Determinar la presencie de plésmidos en transconjugantes de 

§ª!mQo~!!! ~Q~~C!~!g!!• por el método de electroforesis en geles de 

ag•rotta. Transconjug•nt.es a obtener por conjugación, uti 1 izando 

como cepa donadora, cepas de §.~ ~n~~ri~i~!~ resistentes a 

ampicilina y como cepa receptora~~ ~Q!i· 
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II- M A T E R I A L M E T O D O. 

2.1- Aislamiento v obtención de cepas del género ª@!~Q~g!!ª• 

Las cepas <H:l ~nero qll~QQ~!lª fueron aisladas de 72 pacientes del 

Instituto Nacional de Pediatría <INP> que presentaron probable 

1nfecc10n sal•onelósica, con síntomas de gastroenteritis: diarrea, 

fiebre, vónlito, dolor abdontinal, cefalea (dolor de cabeza> et.e.. 

Los pacientes seleccionados fueror1 de consulta externa y del área 

de hospitalización del mizmo Instituto. Su edad vario desde 

pacientes neonilltos Crecien nacidos> hasta los 12 a?íos, de ambos 

sexos. 

Se to11aron lftuestras de mate,.1a fecal, sangre, catéteres y líquido 

cefaloraquideo. En los pacient.es de consulta externa se real izó 

to•a de mu.stras de materia fecal y sangre, la cual fue real izada 

po,. •1 personal del laborato,.10 de bacteriologia del Instituto. En 

los pacientes internos se realizó esta misma tomo 'de muestras, 

ademas de tomar muestras de o:at6teres y 1 iquido c:efaloraquide-o, en 

este caso Ja toma fue real izada por el personal •édico de dicho 

Instituto. 

Las muestras de materia fecal, se colectaron de dos formas: a> en 

pacientes neonatos se tomó la muestra de lo zona rectal de ieste, 

con un hisopo est•ril v se colocó en un frasco pequeño también 

est6ril, b) En pacientes mayores de 2 años, se entregó un 

recipiente est6ril para que este se encargara de colectar la 

"''-'•tttra directamente en el ll'lismo. 

Las 11Uestras de •ateria fecal que se colectaron con el hisOPO 

rectal, •• se.braron dir•cta11M1nte en ••dios selectivos de agar 

NacConkav, a9ar ªb!~~ll•-~Al~SIO!ll• CS-S>, a9ar verde brill~nte V 
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agar xilosa-lisina <XLD>, coloc•ndo una •Uestra de ésta con el 

hisopo en cada una de las cajas y extendiendo la muestra mediante 

el estriado caracteristico para aislamiento C2'4>, las cajas fueron 

incubadas a una temperatura de 37•c de 18-24 horas. A la mues.tn1 

restante se adiciono en el mismo frasco de 3-5 ml. de caldo de 

enriquecimiento: selenito o caldo tetrationato, incubando a 37•c de 

12-16 horas, para permitir el desarrollo de orgatiismos del género 

§8!rnQO~!!ª e inhibir el desarrollo de coliformes <24, 28). Los 

or9anismos que crecieron en este caldo de enr iqueci•iento, fu.reir~ 

aislados por siernbra indirecta en cajas de petri con a9ar de medios 

selectivos para el aislamiento de ~ª!ffiQpg!!~· 

En el caso de las muestras de materia f~cal qu• fueron colectadas 

directa~ente por el paciente, se realizó también siembra directa y 

ad••~s se toftlÓ aproxiamdamente un gramo de esta v adicionó caldo de 

9nriquec:imiento c090 a las •nteriores muestr••· 

S. realizó sietabra directa de liquido cefaloraquideo <LCR> en 

Medios enriqt.Htcidos de a9ar chocolate v ag,ar sangre, por est.ria 

para aislamiento, incubando • 37•c de 12-24 horas. 

Ta.bi6n se aisló ~~11!2D~l!! a partir de catéteres colocando la 

-...stra en tubos de ensaye estériles que conteni•n de 3-5 mi. de 

c•ldo t.ioc;¡licolato1 los tubos f'-•eron incubados a 37•c de 12-24 

horas v poster1orMente se hizó una resiembra en cajas de petri que 

cont.enian de ~edios selectivos para aislamiento de 

.@§!!12D!I.!!ª• inoculéndose estas por el 1létodo de estría e incl,bando a 

37"C dtt 18-24 horas. 

Para las •uestras de sangre se realizó hemocultivo de acuerdo al 

.. todo descrito por Castañeda C24, 28)1 •• adicionaron 5 ml. de 
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san9re en una botella difésica, conteniendo agar casoy en una de 

las paredes laterales y caldo casoY en el fondo (medio doble de 

Ruiz-Castañeda>, v se incubó a 37•c por un periodo de 30 días; las 

botellas fueron revisadas diariamente, reali~ando resiembras de 

aquellos hemocultivos donde se observó desarrollo de organismos, 

así como las resiembras de rutina a los 7 v 14 días después de 

haber sido inoculada la sangre. Estas resiembras fueron realizadas 

en caJas de petr1 con a9ar sangre y agar chocolate incubando a 37•c 

de 18-24 horas. 

2.2- Pruebas bioquímicas v serol6gicas para ªª!mQOg!!ª 

Las cepas aisladas en nted1os selectivos, fueron identificadas 

mediant• las siguientes pruebas bioql,imicas: a) Prueba de agar-

hierro Kligler <KIA>, para detectar fermentación de dos azúcares: 

lactosa v glucosa. Se utilizaron tubos de ensave con agar Kligler, 

pr-s>arado de acuerdo a indicaciones del fabricante ll'lerck) 

esterilizando en autoclave a 15 libras (lbs) por 15 minutos y 

enfriando el tubo en posición inclinada, para obtener el a9ar 

en pico o inclinado. Se inoculo una sola colonia por estria y se 

Incubo a 37"C de 18-24 horas. 

b) Prueba para detectar producción de indol, H S y movilidad En 
2 

tubos de ensaye Cot"'I medio de sulfato-tndol-~ovil1dad <SIM>, 

esterilizado en autoclave a 15 lbs. por 15 •in. se inoculó por 

picadura la cepa a probar y se incubó a 37•c de 18-24 horas. Para 

d•tectar la producción de indol, se agregó a cada tubo 3 gotas de 

reactivo de Kovac, al t6rmino de la incubación <alcohol etílico o 

p-di1tetila•inobenzaldehido V 6cido clorhídrico 

conc.-.trado) que vira al color t•ojo en or9antsmos productores de 
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indol (via ntetabólica que indica la degradación del aminoAcido 

triptofano>. La producción de H S y la movilidad se detect.an a 
2 

simple vista. 

e> Agar de citrato Simmons, para detectar la utilización de citrato 

corao fuente de carbono, se e•plearon tubos de ensaye con agar 

citrato de S1mmons, preparado de acuerdo a indicaciones del 

fabricante (Merck> y esterilizando en autoclave a 15 lbs. por 15 

m1n.; los tubos se enfriaron er1 posición inclinada para obtener el 

a9ar en forl\a d• pico. Se inoculó una colonia por estr ia e inci.ab6 a 

37•c de 24-48 horas. 

d> Prueba de fer•entaciC.·n parés los carbohidratos ramnosa y 

trealo... uti 1 izando tubos de ensaye con ntedio base-rojo de fe11ol 

Para ferl\entac16n de carbohidratos, preparado de acuerdo a 

1nstri.acciones del fabricante <Merck) y esterilizando en autoclave a 

15 lbs. por 15 •in.; una vez esterilizado el medio se a~adi6 el 

carbohidrato esterilizado por filtración en Membrana millipore de 

0.'45¡.1,.. para para evitar la degradaciOn hidrolítica del tnisrno. Se 

inoculó una colonia del microorganismo en el medio con 1..1na asa 

bacteriolOg1c~ e 1ncub6 a 37•c de 18-2 .. horas. 

e> Prueba de desacarboxi laci6r1 para los aminoácidos onu tina y 

lis1sn•, se utilizaron tubos de ensaye con caldo descarbo>i:ilasa de 

Moeller, esterilizados en autoclave a 15 lbs. por 15 min. y s~ les 

adicionó posteriormente el amino6cido esteriliz~do por filtr&ción 

en membrana millipore de o ... Sµm .. para evit.ar su desnatur-alizac1on. 

Se inoculó una colonia del microorganismo a probar cor'"I asa 

bact.eriolo-;uca e incubó an anae:robiosis a 37•c de 18-24 horas. La 

anaarob1os1s se obtuvo agregando a cada ti.abo, después de la 
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1noculaciOn l •l. de aceite mineral. 

f) Prueba rojo de metilo/Voges-Proskauer <RM/VP>, para detectar la 

fermentacion ácida mixta de glucosa o producci~·n de acetoina y 

butilenglicol. Se utilizaron tubos de ensaye con medio RM/VP, 

esterilizados en autoclave a 15 lbs. por 15 min., se inoculó el 

organismo con asa bact.e:riológica y se incubó a 37 •c por 72 horas. 

El aislamiento e identificación bioquimica de las cepas se realizó 

en el laboratqrio de Bacteriología del INP conj•.mt.amente con la 

P.S. Gonzalez V. V., mismas que fueron utilizadas para su trabajo 

de tesis. 

Las pruebas serológiicas peera ider1tificación de §!!!!'QO~!!ª' fueron 

real izadas por el laboratorio de Enterobact.er ias del Instituto 

de Salubridad y Enfermedades Tropicales, por la técnica de 

aglutinaci 6n en tubo. Para lo cual se ut:.il izaron sueros 

polivalentes y monovalent•s. Identificando el serotipo de las 

salmon•las a trav•s de la aglutinación positiva que se obtiene con 

el suero ~onovalente. determinandolo posteriormente con avuda del 

esquetna de: Kaufm•nn-Wtli te, que agrupa a t:.odos los serotipos de 

§e!mgo~!!ª en base a su formúla anti9énica. 

La 11etodolo9ia posterior de éste traba.JO se realizó en el 

laboratorio de Bacteriología del Departa111ento de Ecología Humana de 

la Facultad de Medicina de la UNAM. 

Una v•z aisladas e identific~das las cepas, se alM•Cenaron en tubos 

de ensaye con medio de conservación a una temperatur& de 4•c. 

- Sel9Cción de cepas de ª911!20§1!@ resistentes a ~mpicilina. 

Dtt las cepas aisladas se seleccionó solo un grupo de 14 cepas de la 

espepecie ~1lm2o~ll~ ~D~~r!~!2i~ Y 2 cepas de §!lm2!!9!l~ ~~ebi 
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resistentes a la ampicilina. La selección se hizó en base a los 

serot1pos aislados con mayor frecuencia en este estudio y durante 

los •~os de 1987 y 1988, en el laboratorio de Bacte(iologia del INP 

y a las pruebas de susceptibilidad y resistencia a la ampicilina de 

las cepas aisladas. La deter~inaci6n de resistencia .. 
amp1c1 l ina, fue real izada por Gonzt..lez V Y C 17) determinando como 

cepas resistent•s a aquellas que presentaron una concentración 

mínima inhibitoria <MIC, concentración mínima de antimicrobiano que 

inhibe el crecimiento d• una bacteria) igual o •avor al valor de 

corte que se reporta, en la literatura para los diferentes 

antimicrobianos qu• se usan en la actualidad para el tratamiento de 

las infecciones que causan estos microorganismos. El valor de corte 

se define como la concentración maxima de antimicrobiano que se 

alcanza en sangre. 

2.3- Obtención y análi515 de pl6smidos del género §!Jlm2n~!lª• 

La obtención et. plásmidos, se realizo en 16 cepas de §ª!ffiQQ!!!~= 5 

cepas dal serotipo @L ~xebimYri~m' 4 cepas de §L b~i~~!º~rS• 2 

cepa de §~ ~~A~Q~rye y 2 cepas de la especie §~ ~~eb!• mediante el 

m6todo de lisis alcalina descrito por Maniatis (34>. Para lo cual 

se utilizaron tubos de polipropileno de una capacidad de 1.5 ml., 

con tapón, puntas estériles de pol ipropi letlo para micropipeta, 

raicropipata y centrifuga eppendorT. 

La técnica de obtención de plásmidos consistió eni 

1) Inocular en 2 ml. de caldo infusión cerebro-corazón, conteniendo 

a11Piciline, una colonia bacteriana e incubando a 37•c durante 12 

horas con agitación constante. 
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2) Se tomó l ml. del cultivo y se transfirió a un tubo eppendorf, 

centrifugando a 15,000 r.p.m. 4•c durante 3 minutos. 

3) S• removió el sobrenadante por dec~ntación y resuspendió el 

paquete en 100 µl de solución I <recien preparada>, para romper la 

pared celular (22, 33>, ••nteniendo 30 ~inutos a o•c. 

4) Se agregaron 200 µl de soluciórl 11, para lisar la célula, 

precipitar lipidos de membrana y proteínas, separar ADN cromosomal, 

de5naturalizarle y separar el AVN de plésrnido sin da?\arlo (22, 53), 

,..zclando el contenido por inversión del tubo de dos a tres veces, 

•anten1andO}O a O•C durante 5 Mir'R'tos. 

S> S. adicionaron 150 µl de solución 111, neutralizando con ello 

los lisados <22, 53). Posteriorment• se resuspendi6 v mantuvo a o•c 

durante 40 •inutos. 

6) Enseguida las muestras se centrifugaron a una velocidad de 

15,000 r.p.•. a 4•c durante 20 minutos, inmediata•ente des.pués se 

transfirieron a otro tubo eppendorf 400 µl del sobrenadante, se 

adicionó •l. de etanol absoluto frío <-7o•c> se mezcl6 poi· 

inversión del tubo de 3-5 veces y se mantuvo a -70 •e dUrante 5 

Minutos o hasta observar que la mezcla est1.1viera 

obteniendo asi la precipitación de ADN de plasmiao <22, 53). 

7> Se c9'1trifug6 la rauestra a 15,000 r.p.m., ~·e durante 5 ~inutos 

y se desechó el sobrenadante por decantaciÓf'l. 

8) Se adicionaron 100 µl de solución !11 y 200 µl de etanol frío <-

7o•c> mezclando el contenido por inversión del tubo y se rna.nt1..IVO a 

-7o•c durante 5 minutos hasta obtener nuevamente una mezcla 

vi.cosa. 

9> La •ezcla fue centrifu9ada a 15,000 r.p.m •• 4•c durante 5 
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•inutos, se desechó el sobrenadante y se lavo adicionando 1 ml. de 

etanol a -?o•c resuspendaendo. 

10> Se cer1tr1fu96 nuevament.e: a 15,000 r .. p.m., 4•c durante S minutos 

v se desechó el sobr•nadante por decantación~ 

11> Sa eli•inO el resto de etanol de la muestra, con una bomb& de 

vacio durante 30 minutos o a temperatura ambiente durante 3 horas 

hasta observar la for'-ción de cristales en el fondo del tubo. 

121 El paquete se resuspendió en 50 Jal de buffer tris-

Eta lendini t.r t lotet.r•cetato a pH 8 v 12 µ 1 de Pt}rpura de bromofenol .. 

El an61isis d• Pl6stnidos se realizó por elect:.roforesis en geles de 

A9ilroae, seglln Métodci descrito por Maniatis (J .. ). 

Los geles •• Prepararon con •9arosa al o. 7':'. con buffer tris-bc•ra.tos 

<TBE), disolviendo en autoclave a 11s•c durante 5 Minutos .. 

Posterior-.nte s• vació la agarosa en una Placa de acrílico de 

12.5 X e.o e•. donde se colocó un peine, para lograr la formación 

da pocillos para colocar la muestra en el gel <Fig. l). Una vez 

solidificada la a9aro$a, se retiró al peine v colocó la plaee en 

una c'tnara para •l19Ctroforesis (Fig. 2), agregando el buffer rBE en 

la cimara de tal forma que el gel quedara: cubiert.o por ést& 

(aproximadaMente 200 ml.). Antes de someter la muestra a 

electroforesis se centrifugó a 15,000 r.p.m. a 4•c durante S 

minutos, colocando 25 ~l del sobrenadante en cada uno de los 

pocillos del gel. El corrimiento de la muestra se realizó a 80 

voltios durante 2 horas, real izando dos cambios de baJffer en la 

cá•ara, 30 v 60 minutos después de iniciada la electroforesis. 

FinalMnte el 9•1 f~e teñido con 1.M1a solución de bromuro de etidio 

a una c:oncentraci6n de o.s 1'9/•J. durante 1 hora a.. temperatura 
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allbi•nte. 

Los geles t~idos fueron observados v fotografiados bajo un 

transilU11inador de luz UV utilizando un filtro rojo y película 

fotograf ica blanco y negro Tri-X-Pan <ASA 400). Una vez 

fotografiados se almacenaron en la misma solución de bro11uro de 

Se utilizaron cepas control de E~ &2li K12 con plásmidos de peso 

.olecular conocido, que presentaban las siguientes caracteristicas: 

Características fenotípicas de resistencia a antimicrobianos y peso 

MOiecular de los pJ•smidos de las cepas control. 

Pl6s1nido 

P654/PRSl>I 

llM30/pBR322 

J54/RP4 

K37/RI-19 

Característica de 
r•sistencia. 1 ll 

Te 

Te Ap 

Te Ap K• N• 

Ap Km SM Sp Su COI 

(1) Te- Tetraciclina. Ap- Ampicilina, 

Peso molecular 
<dal tones>. 

6 
35XIO 

6 
2.6XIO 

6 
40XIO 

6 
63XIO 

K•- Kanamicina, Nm-

Neomicina, Sm- Estreptomicina, Sp- Espectomicina Su- Sulfametaxdzol 

y Cm- Cloranfenicol. 

2.4- Obtención de transconJugantes para el género §ª!mQD~!!ª• 

L• conjugación se realizó de acuerdo al mid!todo descrito por Alcaide 

v S.ray 11>. 

La cepa receptora utilizada en la conjugiación fue É~ ~Q!i K12 

C600, 6cido nalidixico resistente Csin pl4smido) y las donAdoras, 
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la• cep•s aisladas de §ª!mgo~l!e !!Q~~~i~iQi~ v §~!m~!l! ~~eb~· 

Los donadores v receptores se cultiv•ron en tubos de ensaye con 3 

ml. d• caldo Luria, en un baño a 37•c con agit.aci0t1 const.ante 

durante 4 horas. Posteriormente se tomó t ml. de la cepa donadora y 

2 •l. de la cepa receptora, se mezclaron en otro tubo de ensaye con 

3 ml. de caldo Luri• V l• mezcla se incubó a 37•c, sin agitación 

durante IS horas. 

La selección de transconjugantes se realizó en placas d• agar Luria 

conteniendo 6cído nalidáxico y ampicilna. 

Una ve% transcurrido el tiempo de incubación se real izaron 

diluciQt'\es de las cepas conjugadas de 1:100 y de 1:10,000 en una 

solución est•ril de cloruro de sodio (NaCl> al 0.85%. Finalmente se 

inocularon en la• placas de agar Luria 25 ~l de la dilución de cada 

cepa conju9ada, con una •icropipeta y puntas estériles, estriando 

con una asa bacteril69ica para el aislamiento y 6elecci6n de los 

posibles transconju9antes. Las placas fueron incubadas a 37•c 

durante 48 horas. 

S. ut.i 1 izó una .segunda técnica para conju9ación, en placas de agar 

Luria con las siguientes ~odificaciones (3$). 

S. preparon caJas et. petri con a9ar Lurie sin antimicrobianos, en 

las cuales se inoculó una asada de 1 a cepa a conjugar para 

reactivarla v •e incubaron a 37•c durante 18 horas. 

Una vez que desarrollaron las cepas donadoras y receptoras, se to.O 

con una asa bacteriológica una coloriia de cada cepa v se sembraron 

en tubos de ensaye con 1 ml. de caldo Luria estéril. Posteriormente 

de cada uno de estos tubos sin ser somte~idos a incubación, se 

inoculó en las placas de agar Luria sin antimicrobianos, una gota 
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de 10 ~1 de la cepa donadora y una gota de 30 pl de la cepa 

receptora; se mezclaron con una asa bacteriológica y las placas se 

incubarort a 37•c durante 24 horas. 

Una vez transcurrido el tiempo de incubación para conjugación de 

las cepas, s• s.-br6 •n una Placa da agar Luria que contenia los 

antimicrobianos selectivos: Acido nalidixico y ampicilina, una 

asada de la colonia desarrollada, se estrió la placa para 

aislamiento de los posibles transcoju9antes y se incubaron a 37•c 

durante 24 horas. 

2,5- AnAlUiilS 

li•A~!!A· 

de pl6sm1dos en transcon1ugantas del género 

Una colonia de cada uno de loa tran5con1ucaantes obtenidos tanto 

para !!L ..:1!..1i::i.tóü!.i.1 c""'o para !!.._ l<ii:ebi• se inoculó en •.1n tubo de 

M"lW•Y• con 2 •l. de caldo d• infU$i6n cerebro-corazón <BHI> con 

••PiCil1na, incubando a 37•c con agitación constante durante 12 

horas. Posteriormente se realizó la obtención de Pl•smidos en estos 

transconjuvantes par la ~cnica va descrita, Y se realizó 

electroforesis en 991•• de agarosa a los pl•smidos aislados, 

utilizando en este caso la técnica descrita anteriormente para 

2!192n•ll1.• Analizando así los plé.stnidos qw~ se transfirieron por 

conjugación a le cepa receptora de ~A 'º!!· Los geles de agarosa 

donde se observó Ja presencia de plA .. tdos de los transcon1ugantes 

se fotografiaron bajo un t.ransilumínador de luz UV con un fílt.ro 

roJo y pel!cul• Kod•k Tri-X-Pan. 

En ute caso se utilizó un control d• ¡¡;.._ ;211 Kl2 C600 sin 

conJu.gar. del cual se inoculó una colonia en una placa de agar 

Lur1a con los anti•icrobianos selectivos1 •cido nalidixtco y 
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amp1cilina, incubando en las mismas condiciones en que se incubaron 

las placas de a9ar Luria donde se seleccionó los transconJu9antes. 
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III- R E 5 U L T A D O S • 

Aisla•1ento e identificación de cepas. 

Se aislaron 61 cepas de l• especie §A!m2D~!lª ~Q~!ri~1~1! durante 

el periodo de Enero a Abril de 1989, de niños cuyas edades variaror1 

desde recien nacidos hasta 12 ap¡os. El 72X de las cepas fueron 

aisladas a partir de coprocultivos, el l5X se aisló a partir de 

sangra, el 8X de 1 iiquido cefaloraquideo V el 51'. de catét.eres. 

S• identificaron 10 serotiPos de §~!m20~!!@ ~n~cri~!2i~ y los más 

frecuentes fueron: ª~ ~~ebiffi~ci~m con 2~ cepas C33.35>, §~ 

ti.1~~!!!!!~i con 14 cepas 119.4r.>, §~ §iQOI con a cepas 111.1'-> y§~ 

g!(~~ con~ cepas (5.67.). También se aislaron e identificaron 11 

cepas de la especie ~~ ~~eb! l~ cual presentó una frecuencia de 

a1sla•1•nto de 15.JY. del total de cepas aisladas (cuadro 3). 

Los resultados de las pruebas bioquímicas realizadas para la 

identific•cion da las cepas aisladas de las •sP•ci•s §~ gQ~CC!~iQi~ 

Y §L ~~ebi• •• pr•s•ntan en el cuadro 2. 

ObtenclOn de plAsmido•. 

Se d•tectó la presencia de material g~netico ext.racrolftosOmico 

(pl•s•idos> en 6 •erotipos de la e~pecie ~ª!mQn~llª ~nt~ti~!~!~: 5 

c•pas de §L ~~ebi!!YCi~m. 4 cepas de ª~ bgigg!~~t9• 2 cepas de §~ 

llwtt!ll• 1 cepa de §~ !!!Y!!!l~b!!!h 

d•terminó su peso molecular, cQtaParando su fllOVi lidad 

electrofor6tica r•lativa (distancia que hay entre el origen y la 

banda formada por un Pl•s•ido en un corrimiento electroforét1co en 

geles de con l#la curva de 109. d• llOVi l idad 

•lectrofor•tica relativa vs. peso 1aOlKular <Fig. 3J construida con 
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los datos obtenidos de l• electroforesis realizada para pl•smidos 

de peso •olecular conocido (cuadro•>. 

El análisis en geles de agarosa permit.ió identificar cepas de §..!. 

!Ot~C!~i~i~ Y ~.!.. ~~ebi portadoras de un Plásmido que confiere 

r•sístencia a la •lftPicilina. 

En el cuadro 5 se enl istan los pl~smidos de las cepas de §'.!. 

~~ebimYt!Hm aislados e identificados. En las cepas lJ 2 y 3 se 
6 

identificó un pl6s1111do de 20.SXlO dil:ltones Cd) (Fig. 5), el cual 

les proporcion~ la característica de resistenci~ a la amp1cilina. 
6 

En la cepa 2 fue identific~do adem~s. un pl.isn.ido de 48.8;<10 

daltones (Fig. 5) en el que no fue posible determinar l&s 

características que confiere. 

la C9PA 4 da §~ ~~l!!li~~Ci~ <cuadro SI presentó un patrón de 

resistencia a •tRPicilina, cloranfenicol, gentamicina, ceftazidina 
6 

v kan••icina v sa identificó un pl6s•ido de 27.2XIO <Fig. SI en el 

cual no fue posibl• d•ter111inar las caracteristicas fenotípicas que 

confiere por las 1 imitaciones del Método, dado que solo se utilizó 

t.ft anti•icrobiano COMO ~arcador. 

En la cepa S da §:. ~~!!!!!!:!!!!!! CFig. SI, se observó ta11bié11 la 
6 

Presencia del p16s•ido de 20.5X10 daltones y un patrón de 

resistencia • le gentamicina, ceftriazona, cefalotina V 

ta~ractclina, probablemente éste codifique para es~a característica 

de 11Ultiresistencia pues no se observo la presencia de algún otro 

Pl,sMido que pueda conf•rir dicha resistencia. 

Fueron aislados también en las cepas 1. 2, 3, 4 y 5 de §~ 

6 6 
~~e!li8Yt:!!!!!! Pl6smidos de bajo peso molecular de 0,39XIO -17XIO 
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daltones (cuadro 5. fig. 5>, los cuales pueden proporcionar 

diferentes características de las codificadas por plAsmidos R o 

quiz•s simplemente se trate de plásmidos crípticos: los cuales no 

conf19ren ninguna caracterist.ica fenotípica y t.ienen 1.1r1 p~so 
6 

molecular ntenor de 10X10 • Detectando que en estas cepas dichos 

pl•smidos presentan un bajo peso molecular. 

En el cuadro 6 se presentan los PlAsmidos que se aislaron e 

identificaron en las .. cepas de §L bg1s1~!º~!:.i con que se 

trabajaron. En las cepas 6 y 7 de § .. !3'1.!.9!!!.!lim1 (fig. 6). se 
6 

ident1facó al pl6s1111do de 20. 5XIO daltones y un pl•smido de alt.o 
6 

peso .olecular 48.8XIO •l cual Probablemente proporcione una 

característica de virulencia a l• bacteria, puesto que sólo se 

presentó un patrón de r•sistencia a ampicilina v cefalotina. la 
6 

resistencia a la a•picilina se atribuye al Pl•smido de 20.5Xl0 
6 

daltones y dicho pl6s•ldo de 48.8XIO dalton•• no pullde codificar 

...,a resistencia a anti•icrob1ano, adetR•s que se sabe que §~!!~!!~ 

t.1..,e pl6s•idos de Uf'l peso nt0lecular ~uy si•ilar que confiere 

caract.eristic•s de virulencia. 
6 

La cepa 9 (fig. 6) presentó taabién el pl•5mido de 20.SXlO 

dalt.ones con un fenotipo de resistencia a ampicilina y tetraciclina 
6 6 

y dos p16smidos: ...,o da 10.4X10 y otro de 4.4Xl0 • los cuales al 

parecer por su peso molecular se trata de pl6smidos cripticos. En 

la Unica cepa donde no s• observó la presencia del pl~smido de 
6 

20.5X10 fue en la cepa a. dond• quiz's se Perdió el plismido 

durante la extracccí6n, puesto que son 111uv susceptibles de perderse 
6 

durante la •is~a. Solo se identificaron dos plAs~ldos de 4.9X10 y 
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6 
de 4.0X10 daltones. 

En l•s cepa5 10 y 13 de§~ g![~~ (cuadro 7, fig.7) con fenotipo de 

resistencia a la a11Picilina la primera y a la ampicilina Y 
6 

t•traciclina la .. vunda, s• encontró un plés•ido de 20.5Xl0 

daltones que confiere dicha característica de resistencia a cada 

en la 

otros 

cepa 13, 

Plésmidos de 
6 

uno de 28. 7XIO 

di ferent.es pesos 

daltones v uno de 910l•culares; 
6 

25.7Xl0 daltones no determinando las caracteristica5 fenotípicas 

que confieren por limitaciones del método utilizado. En 6sta misma 

cepa v la cepa 10 se encontraron otros plásmidos cuyos pesos 
6 6 

19Dleculares varían de 0.39Xl0 a 18X10 daltones. no identificando 

las características f.notipicas que confieren. 

La cepa 11 de§.:.. !512DI (cuadro 7, fig.7) presentó dos plásmidos, 
6 6 

uno de 24.3Xl0 daltones v otro de "48.3Xl0 daltones. El primero 

parece conferir resistencia • la •11Picilina v tetraclclina a la 

bacteria. mi.,..tras que el segundo, probable111ente Medie virulencia. 

En la cepa 12 de 2L t!Y!:O~b~O (fi9. 7), no fue posible detectar la 

presencia del pl6sMido característico de resistencia a ampici1ina, 

P'--• hubo l uni tac iones del Htodo de extracción, c0f90 el perder lo 

durante la manipulación o es posible que el número de copias en la 

bacteria hava sido escaso. En cambio se encontraron pl6smidos de 
6 6 

bajo peso molacular que varía de "4.3XJO a 13X10 daltones. 

En el analisi5 electroferético de la cepa 14 de §L ~Cª~~~c~e. 
6 

sensible a la ampicilina se observó un plAsmido de "43X10 daltones 

el· cual quizás 1nedie alguna característica de vin.~lertcia o 
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6 
r•sistencia a Net•l•s pesados y un P14sm1do de 13.6X10 daltones el 

cu•l quizás no confiere ninguna caracteristica fenotipica. 

En la cepa 15 de la especie §~ ~~ebi <cuadro 8, fi9. 81 con 

fenotipo 
6 

43)<10 

de resistencia 
6 

daltones y 13XIO 

a amp1cilina se aislaron pl8smidos de 

daltones. El pri•ero al parecer confiere 

resistencia a la antPicilina, ya que no hay otro fenotipo de 

resistencia a antimicrob1anos y en el segiundo no se conoce que 

fenotipo confiera, aunque probablemente se trate de un plAsmido 

críptico por el baJo peso molecular que presenta. En la cepa 16 de 

la •i .. a especie , multires.istente a ant.imicrobianos (cuadro 8, 

fi9. 8> se encontraron cinco plés•idos, •l de mayor peso molecular 
6 6 

fue de 48.SXlO y el da Menor de 16X10 daltones, donde no fue 

posible determinar el fenotipo que confieren. 

Conjugación bacteriana. 

Las dos t•cnicas utilizades para cqnJugaci6n permitieron obtener 

los si9Uientes transconjugantes de §~ •o~•~!~i~i§ y §~ ~~eb~· La 

tecnica de conJugaciOn e:n tubo descrita por Alcaida y Garav 

permitio obtener transconju9antes para la cepa 5 de ~~ ~~eb!mYci~m 

v la cepa 10 de §~ ~t~~J mientras que la conjugación realizada en 

placas de agar Luria, permitió obtener transconjU9antes de las 

cepa 10 y 13 de §~ ~9tQ~, aai como el transconjugante de la cepa 15 

S. real izaron pruebas bioquímicas a todos los transconjugantes, 

aplicando las pruebas qi.,e •• utilizan para la identi ficaci6n de g!.. 

~2lii agar Kligler. medio sulfuro-indol-movilidad CSlMJ, citrato de 
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Simntons, ferMe:ntación de malonato y prueba de rojo de Metílo-Voges-

Proskauer <RM/VP> obteniendo los siguientes resultados: 

Cuadro 1. - Caract.•risticas bioqui.micas de los transconjl19antes. 

Pru•ba Característica 

a9er Kligler Fermentación de. 

lactosa. 

Producción de ga$ 

Producción de 

ac1do sulfhídrico. 

Prodl.1<:cí6n de indol 

Movilidad 

citrato de Simmons Utilización de citrato COMO 

fuente de carbono. 

fert1enta:ción de Malonato. 

carbohidratos 

Rojo da metilo Producción de 6cldos 

Voges-Proskauer m1xtoz. 

•a~ar SIM- Sulfhidrico-indol-Movilidad. 

~ 100X de las cepas positivas. 

- 100X de las cepas negativas. 

El a:n•l1sis eJectroforet1co de transconJL4gantes, permitió detectar 
6 

la transferencia del Pl•s•1do de 20.SXiO daltones de: las cepas 3 y 

5 de ?~ !~ebim~riY!!! y de la cepa 6 de 2~ b~igg!~~r9 a la cepa 

receptora da SL ~Q!! (cuadro 9 ~ig.9>. Hecho que también ocurrió en 
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la cepa 10 de §1.. 9~tº~ <cuadro 9 fi9. 10>. Este plésmido 

cod1 fice para resistencia a la ampici 1 ina, dado que los respect.ivos 

transco11JU9antes obtenidos A, B, C y E presentaro11 el fenot.ipo de 

resistencia a la a1npic1lina, caracteristica que no present.aban 

ant•s de la conJugaci6n. 

En los transconJu9antes D Y F de la cepa 4 de 2~ t~ebim~(i~m Y de 

la cepa 13 de ª.t. 9!t:.t!~ respectiva•ente, no se observo la presencia 

de dicho Pl•smido (cuadro 9. flg. 10) sin embargo sus 

transconju~antes presentaron el fenotipo de resistencia a 

a11Picilina puesto que fueron capaces de desarrollar en las placas 

de agar con antimicrobianos selectivos y fueron identificados co~o 

bacterias de E'..!.. ~Q!.!· Es probable que este pl•smido lo haya perdido 

la bacteria, ya que no es estable en esta o quizás se perdió 

durante la extracción. 

En el transconju9ante G de la cepa 15 de ~L ~~eh! (cuadro 10, fig. 

10>, •• 
6 

6 
observo la transferencia de los Pl•smido~ de 43Xl0 y de 

13X10 daltones. El primero en esta ••P•cie probablemente codifica 

para res1s1stancia a la ampicilina, puesto que el respectivo 

transconjugante presento también dicho fenotipo y el segundo 

Pl6sm1do probablemente sea críptico por su bajo peso molecular. 
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IV- D I S C U S I O N y e o N e L u s I o N E s . 

En b•se al aisla~iento total de cepas de §!!m2n~!!! !O~~ri~iQi~ que 

se obtuvó de pacientes del Instituto Nacional de Pediatría <INP>, 

§~ ~~ebi!!!!:H:.!w.!! Y §?.:.. b~i~~lº!!!~ continuan siendc· los serotipos más 

frecuententante aislados en el INP, ya que dicho fenómeno se ha 

obtiervado tambi•n durante los dos ultintos años, 1987 y 1988, 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 Trc•picales 

en diciembre de 19~ y novieMbre de 1978 (37). Resultados similares 

encontró Kupersztoch al aisalar con mayor frecuencia el serotipo ª~ 

t~ebi!Y~lMm a partir de pacientes afectados por salmonelosis tanto 

an 1tUestras procesada5 por laboratorios del sector salud, como 

aquella5 procesadas por laboratorios del sector privado <25, 26>. 

Este serotipo ªL !~eb!m~C!~' ha sido causa frecuente de epidemias 

de gastroenteritis en nuestro país <27) v ha provocado también 

algunas infecciones entr• pacientes internos de hospitales 

pediAtricos co•o el INP, Hospital Infantil de f'M:xico y Hospital de 

Pediatrla dial Centro "9dico Nacional 146, 50>. 

li"t porcentaje siignificat.ivo de las C9f>AS aisladas pertenece a la 

especie !:!:. "~i 116.9;(1 causante de tifoidea (6, 55) la ccial 

repr•senta un problema de salud especialmente en niños, no solo 

entre pacientes et. este Instituto, sino también para otros a partir 

de los cuales se han aislado cepas da dicha especie, como en el 

Hospital de Pediatría del Centro Medico Nacional, presentando 

resistencia a anti1111crob1ar1os como la ampici l ina y trimetropim­

sul faaetaxazol (~0). Es i~portante señalar que esta especie Provocó 
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lWla •Pidé•i• entre la Población .. xlcana durante 1972 13>.· 

A partir de muestras de heces ~ecales v sangre de pacientes 

afectados por dichas enfermedades, es muv probable aislar 

organtsinos del genero §•lm2oe!!9; dado que precisamente es en estas 

muestras donde se haya el ••vor núm&ro de or9anismos del género, 

ademAs que en ellas se Ptff!d@ detectar con mayor probabilídad en 

caso de que el paciente este en l& etapa de eliMinación de los 

•i•~os o se encuentre Justo en el P•riodo de incubación, lo cual es 

facilMente d9tectable en heces fecales v sangre. 

Se utilizaron diferentes pruebas bioquí•icas para la identificación 

de capas del g6nero v para diferenciar entre si las dos especies. 

8• trato usar el ••vor n.:.ero de pruebas para que esta 

diferenciación de especíes no fuese err6n•• detectando precisa~ente 

patron.s de f•r ... ntaciOn para dif•rentes caYbohidratos como ramnosa 

y trealosa, produccion de •cidos mixtos como lisisna v ornitina y 

la oxidación d9 otros como el triptofano. etc. todas ~llas vías 

metabólicas det•r•inadas en cada especie de §Al!!!!O!!l!@ por sus 

caract•ristica• ven6ticas. 

Se detectó la presencia de plás•idos en todas las cepas estudiadas, 

los cuales variaron en núllero para cada cepa, peso 11talecular Y 

características fenotípicas que confieren a cada una de '•tas. 

~(~~ COllparten Ja caracteriattca ele resistencia a aMpicilina Y un 
6 

plés•ido con peso •olecular de 20.5Xl0 daltones. Estudios 

si•ilares en nilkts c0tao el realizado por Hadfield y otros estudios 

confieren re•istencia • antimicrobiano& en RA ~xeb!mY!!Ym <7. 20, 
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40, 43). 
6 

Se •ncontr6 una cepa de §!... ~~et!i!!!Y!:ii¿m con un plásmido de 27.2X10 

daltones el cual difiere en peso molecL1lar respecto del pl3sm1do de 

resistencia a la ampicilina identificado en las otras cepas 
6 

(20.SXlO daltones>, quizas e.llo se debe a qu,e dicho plásmido 

determina esta multiresistencia y de ahi la diferencia de peso 

molecular. 

En la cepa 2 de §~ ~~eb1m~~iym, las cepas 6 Y 7 de §~ bg!Qg!~grg Y 
6 

en la cepa 11 de §~ !~QD! se detectó un plAsm1do de 48.SXlO 

daltones, encontrando nuevamente cepas de diferentes serotipos que 

corapa1·ten un plésm1do. Este plásmido q1.,izas codifique alguna 

car&cteríst.ica de virulencia como lo son factores de adherencia 

en ciertas zonas del huesped que esta parasitando o •l9ün otro 

factor como invasividad del aparato di9estivo, características q•Je 

rec1entement• sa han encontrado en los or9anismos de 

Se aislaron e identificaron otros plásmidos en los serotipos §~ 

~~ebi.@Yr:!~!l!h §!- t'!!:!.~!!t°!~C9 Y §=.. ~~!:.º~' los cuales presentaron bajo 
6 6 

peso •olecular que varia de 0.39Xl0 a 1BX10 daltones, cuyo peso 

molecular su9i•re qc,.te en este caso se trata de plAsmidos crípticos, 

los cuales no deterMinan ninguna característica fenotipica, dado 

que §!!!!!!!l!l!!l!! se caracteriza t.ambién por presentar este tipo:. de 
6 

plismidos, lo• cuales son de bajo peso •olecular tOXlO y se 

presentan en nUmero de copias alt.o en la bacteria (5, 21). 
6 

El PlAsmido de 24.3Xl0 daltones de ~~ ~9QOª' quizAs confiere 

resistencia a al9Pic:ilina y tetraciclina, cabe resaltar el hecho de 

~e éste difiere en pe50 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 feriotipica más o 

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

este plásmido y no se haya detectado por el método utilizado, ya 

que éste no permite detectar variaciones tan pequeñas. 

Es importante señalar que se han encontrado plésrnidos que confieren 

resistencia para varios antimir:robianos a la vez, conocidos como B-

lactamasas (ampici l ina, tetracicl ina. penici 1 ina, etc.>, fenómeno 

que se observa en este caso, con t.m pJásmido que probablemente 

confiera resistencia para dos antimicrobianos del grupo de las B-

lactamas•s ( 7). 

Una característica que reséllta en?.:. º!l!!!t:!9~r.Ye es su sensibilidad 

a la amp1cil1na y ausencia de algón pJAsmido que determine 

resistencia a dicho antimicroti1ano. Sin embargo se detectó un 
6 

plásm1do de 43X10 daltones, mi~mc• que quiz~s determine virulencia 

en iésta, puesto que 1 a cepa r10 presentó nin9•.'1n otro fenc•t.ipo~ 

ademas que hay que recordar que todas estas cepas fueron &isladas 

de Piilcientes afectados por salmonelosis y ya se ha mencionado.:• la 

relación que hay entre plasmidos de este tipo y la virulencia de 

los serotipo!ii. 
6 

En la cepa lS de §:.. ~~t!i. un pl&s•ldo de 43X10 • dilltone1i pa1·ece 

<Mtt•rMiniilr la res1stenc1a a la a.picilina, aunque dicho pl•smido es 

si•ilar al pJ65m1do de ~~ ~C~~09~~~ no es posible correlacionar 

los resultados, ya que en el primer caso se trata de una especie de 

§•!mQD§ll~ y •n el s•9"'do de un serotiPO de §:.. ~D1~t1~iQá• La 
6 

•specie presentó también t..r1 plásmido de 13Xl0 daltones, •l cual 

COlllO •• ha mencionado puede ser _..... plttsmido críptico por su bajo 
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peso Rlol•cular. 

La cepa 16 de §~ ~!iEb! m1.1ltiresistente presentl!• varios Plásmidos 
6 

encontrando un plt.smido de 48.SXlO daltones igual a los aislados 

probablemente determine virulencia en las cepas par·a con su 

huesped. El resto de pl•smidos probablemente confieran las 

características de multiresistencia, siendo imposible 

caracterizarlos ya que solo se utilizó la ampi~ilin& 

bntimicrobiano selectivo. 

El empleo de endonucleasas de restricción y un análisis 

electroforético posterior, permitiría determinar si hay alguna 

similit.ud entre los plásmidc•s que confieren resist.encia a 

antPici 1 ina y aquel los q1..1e confieren resistencia a ampici l ina y 

cefalotina o amp1ci l ina y tetraciclina. dado q1.1e present.aron 

peq1.1e1'\as variaciones de peso molecular. 

Los transconjugantes obtenidos permitieron determinar los PlAsmidos 

que confieren resistencia a la ampicilina, en los serotiPC•S que se 

trabaJaron, dado qLJe las cep;;;.s receptoras de g.!. ~Q!! adquir H::ron el 

fenotipo que tenían las cepas donadoras de ª.!. 

Observando la presencia de dicho plásmido en el at"1~l 1sis 

elect.roforét.ico realiz•do a los transconjugantes, ademas de que se 

realiza ron pruebas bioqi.dtnicas a éstos, cornprobando con el lo que 

eran organismos de s~ f;Q!.!· El bajo nómero de trar1sconju9ant.es 

obtenidos se debe a que algunos de los plé.smidos que presentan 

estas c•pas, no tienen el sistema característico F , el cual 

permite el intercambio de material genético durante la conjugac16n, 

por lo cuB.l son plá.sm1dos no conjugativos o quizás est.e sistema no 
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sea eficiente bajo las condiciones que se realizó el experimento. 

La t•cnica de conjugaciOn en placa de agar, pareció ser la más 

•ficiente para la transferencia de pl6smidos, quizAs porque 

mediante •sta técnica la pared celular de las bacterias está en 

estrecho contacto, lo cual es determinante para la formación del 

Pi l i por el qu• se da la transf'.'erencia de n1aterial 9er1ético a 

diferencia de la técnica de conJugación en tubo, donde es posible 

que la conjugación sea interrurnpida por rompimiento del Pl 1 i a 

través de algún proceso ntec6n1co. 

El estudio real izado en éste grupo de cepa5 de §.!.. ~01.§:t:!.~iQi~ 

penwiti6 determinar la preser1cia de plilsmidos q1.ae confieren 

resistencia a la ampici lina en la mayoría de ellas, detectar1do que 

ali;aunos de estos pli\sm1dc·s son susceptibles de ser t.ransferidos a 

otra bacteria ~ediante el proceso de conjugación, en particular el 

plt..snddo que determina resistencia a la ampici 1 ina en los serot..iP•:is 

§:.. ~}:'.EbY!m~t:!~ffi, ?:.. b!!.!9~!º~r:Si y §~ Q!!rJ2}:'.• además de q1..~e d1chc•s 

serotipos comparten caracterist.1cas de ,.esist-encia a ampicilinó Y 

por consiguiente presentan el mismo pltasmido. Es importante: señalar 

el hecho que estos serotipos son los más frecuentemente aislados ~n 

el INP y un porcentaJe si9nificatl.vo de las cepas qi..te se aislan 

presentan patrones de resistencia al menos • un antiMic.robiano Y 

son por tons1iguiente los serotipos de 2~ tt:!:!!W:t:.i!i.i!it.!.~ que más 

probl-•s de salud causan. 

Esta caract•ristica de resistencia antimicrobianos en las 

bacterias es el r•sultado de t..Wl proceso selectivo que se ha dado 

por el aniplio uso d• antim\crobianos en el tratamiento de este tipo 

de enfermedades en el hoe.bre, tanto por la prescripción de altas 
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y constantes dosis de antimicrobianos, como por la administración 

en ocasiones a niveles subterapeuticos. Así mismo existen ciertos 

plasm1dos con la capacidad de se:r t1·ansferidos poi- conJu9ac1ótl de 
• 

un~ bact.eria a otra, 9raciat> al sistema de transferencia F , el 

cual d•termina la formación del pili en las bacterias, mismo que 

permite el intercambio de material genético etl ést.as. 

Estos pl•smidos llamados conjugativos son susceptible: de ser 

transferidos con ••vor probabi 1 idad entre bacterias de le misma 

especie y m•s aún del mismo serotipo por la compatibiliddd que 

tienen entre si. Este potencial de diseminación epidémica entre las 

poblaciones bacteriar1as, dado por plttsmidos ya sea determinando 

características de resistencia a antimicrobianos o características 

de virulencia de la bacteria para con su huesped y su capacidad de 

ser transferidos eleva la patogenic1dc-d de estas bacterias, siendo 

t~8bién un factor determinante para que aumente el número de 

bacterias resistentes o multiresistentas a antimicrobianos. 

Cabe resaltar q\.Mil: el presente trabaJo ha permitido ampl 1ar el 

conocimiento que se tiene de la biolo9ia molecular di:? pli.\smid.:Js que 

determinan características de resistencia a antimic:robianc•s Y lene1· 

.. yor conoci~iento del co1RPorta•iento epidemiol69ico de algunas de 

las C6pas que se aislan con mayor frecuencia en el INP, determinar 

qua tipo de pl6smidos confieren esta resistencia a antimicrobianos 

en los diferentes serotipos de §ª!ro2n~!l@ ~D~~r!~!~!á que ahí se 

aislan, ademAs que dicho estudio ha permitido observar la posible 

dis .. inaciOn de estas características de resistencia .. 
antimicrobianos ent.re un grupo de bacterias; puesto qu• todo el lo 

representa un probl .. a de salud de mayor magnitud para los 
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pacientes y específicamente en los del INP, quienes en su mayoría 

son niPíos. manot"es de 12 años. 

Todo el lo marca l¡a pauta para que. se tome: en consideración el 

efecto que car.4sa el uso de atit.imic,-obianos, er) ocasiones en forma 

desmedid• en el tratamiento de infecciones, c:on ess:.-ec1al referencia 

en ni?\05, va que esto puede se:r un factor det.et·mu1ate e.n la 

selecc16n de aquel las bacterias p1·ecisurnente resistentes .. 
antirucrobí1anos, provocando graves problemas a corto Plazo. Asi 

m1slft0 se considera que todo esto determina los factores que deben 

de consider•rse en un estudio epidemiológico de det.enninadas 

enferm~dades causadas por bacterias~ ya que en la lfteOida que se 

a..,.11e el conocimiento biológico de estas, será posible solucionar 

los problemas da salud que causan, en especial en n1~os. 



CONCLUSIONES: 

Los datos obtenidos en el presente trabaJo, permiten afirmar q•Je: 

1) Se de1110str•!t la presencia de material 9enét1co extracromos6m1co 

patrones de ras1tencia, con la obtención de transconju9antes. 

2> Se ident1f1c6 un plásmido conJu9at1vo, con peso molecular de 
6 

20.sx10 daltones caracter i.stico de los serotipos §,!.. .9e!:g~. ~,!.. 

~~ebim~~i~m que determina el fenotip~ de 

resist•ncia a la ampicilina, y un pli1smido conjugat.ivo con pesc1 
6 

molecular de 43X10 daltones en ~,!.. ~~eb! el cual probablemente 

determir1e la caracter-istica de res1stenc1a a la ampicilin& en esta 

especie. 
6 

3> Se observó la presencia de lln plásmido de 48.8Xl0 dalt.ones en 

probablemente medie características de virulencia er1 la bacteria, 

asi como plásm1dos crípticos .;n los set·ot~ipos 'ª-t. !!9QQ~, ª.!- Q~t:.ºt• 

2:.. b.@!.9~lti~t:.9• §:.. IDY~!'J~b~m y ?.!. ~~eb!.'.!l':.!!::!~!!! con pesos molec1..~1 ares 
6 6 

CflAe varían de 0.4Xl0 a 10X10 daltones. 

4) Se considera que este trabajo refleja el problema qu~ en la 

•ctualidad causa el m•l uso de antimicrob1anos en el trata~iento de 

infecciones bacterianas, específicamente salmonelosis en niños, 

PIMS se seleccionan bacterias resistentes a estos medicamentos 

auHntando 1t16s aún su pat.ogenicidad. 

5) Es necesario conocer m•s acere• de la biología de estas 

bacterias para evitar este tipo de problemas de salud. 
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1---------------------------------------------------------------1 
1 CUADRO 2 PRUEBAS BIOQUIMICAS EN LAS CEPAS AISLAMS 1 
1---------------------------------------------------------------1 
IPRUEBA CARACTERISfICA S. entel"itidis S. typhi 
1 
tAgar Kligler Fermentación 
t de lactosa 

IA9ar SIM • 
1 
1 
1 
1 
IC.1t.rato de 
!Simmons 
1 

JFermentación 
Jde carbohidratos 
1 
1 
tPescarboxilec1ón 
lde antino&\c.idos 
1 
IRojo de metilo 
IVoges Proskeuer 
1 
1 

Producción 
de gas 

Producción 
de ác1do 
sulfíhidrico 

P r od1.4cc i ón 
de indol 

Movi l idetd 

Uts l 1zetc1l•n 
de citrato 
como fuer1te de 
carbono 

rarnnosa 
trealosa 

lisina 
ornit1na 

Producción 
de 6c1dos 
ntixtos 

+ 

•· 

!---------------------------------------------------------------: 
• sulfihldrico-indol-MOvilidad 
+ Positivi~d en el 100~ de las cepas 
- Ne~atividad en el 100h de las cepas 
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•n el INP durante el periodo de enero a abril de 1989. 

Aislami.,,tos. 

Cepa No. de Cepas 

Satmon•lla typhimuriwn 24 33.3 

Satmon•tta Midel.bers 14 19.4 

Satm.on..t ta a6ona 8 l t. l 

Satmonella derby 4 5.6 

Satmonolla shubra 2 2.8 

Salm.one l la infant is 2 2.e 

Salmonet la m:uenchen 2 2.e 

Satmonetla braenderup 2 2.8 

Salmoru~,z. ta >tlambu 2 2.8 

Satmonet la tndiana l.4 

Salm.on•l la typh' 1l 15.3 

Tot.al 72 100. o 
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Cuadro 4.- Resultados de RtOvilidad relativa electrofor•ttca de 

pJ~sm1dos de peso •olecular conocido en cepas de E. col(. 

PU.s•ido 

GM30/pBR322 

P654/PRSl>I 

J53/RP4 

1<37/RI-19 

Peso Molecular 

Cdaltones> 

2.6XI0
6 

3SXI06 

40XJ06 

62XI06 

Movilidad relativa 1 

(rwm) 

45 

16 

9 

7 

DesviaciOrl 

estandar 

O.BI 

o 
o 

0.81 

1.- Promedio de la migración relativa de 5 electro~oresis realizadas 

para cada plAsmido. 
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Cuadro 5- Pra5encia et. plAsMido• en cepas resistent.es a a1Rpii::i l 1na d• 

Salnw:>r\•lla typMll\urium. 

Cepa Patrón de resistencia1 

AP 

2 Ap 

3 Ap Ce 

4 Ap Cf Cm Cp Gta K11 Te 

5 Ce Cf Gm Te: 

l'lovilid•d 

relativa2 

24, 48, 56 

9, 24, 32, 

42 

21, 24, 27. 

36, 43, 46 

19, 35, 44 

24, 40, 44, 

Peso JRolecular
3 

20.5, 0.39. 0.39 

36, 48.8, 20.5, 12, 

a. 7, 4 •. 

32 24.3, 20.5. 17. 

12.1. e. 7, 7.2. 

3.5, 1.6 

27.2, 9.5, 2.9 

50 20.5, 5.7. 2.3, 

0.39 

t.- Ap- Almpic1lina, Ce- Cefalotina, Cf- Ceftriazona, Cp- Cefoperazona, 

a.- Genta1aicina, K1n- Kanamicina, Cm- Cloranfenicol y Te- Tetraciclina. 

2.- Cada nO•ero repre~enta una banda en el gel (mm). 

3.- 1Xto6 daltol"JltS, cada número e5 el ~eso w.olecular de un plAsmido. 
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Cuadro 6.- Pr•sencia de plAsmidos en cepas r•sistentes a ampicilina de 

Satmon•lla h•id•lb•r6. 

Capa 

6 

7 

B 

9 

Patrón de resistencia1 

Ap C• 
Ap Ce 

Ap Te 

Ap Te 

l'lovi lidad 

relativa2 

9, 24 

9 

41, 52 

24, 34, 63 

Peso •olecular3 

48.9, 20.5 

48.9 

4.9, 4.0 

20.s, 10.4, 4 

l.- Ap- Ampicil1na, Ce- Cefalotina, y Te- Tetraciclina. 

2.- Cada número repr•senta una banda de plásmido en el gel (mm). 

3. - 1Xto6 daltones, cada nllmero es el pa&o molecular de un Pl"-smido. 
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Cuadro 7.- Presencia de plAwmidos •n cepas resi•tent•s a •Mpicilin• de 

SolJftOrwl. la •t'\t•ri t tdC•. 

S.rot.ipo 

s. derl>y 

s. ª6º"ª 
s. rn.uenchen 

s. derl>y 

s. braenderup 

Cepa Patrón de 

resis.t.encía 1 

10 Ap 

11 AP Te 

12 Ap Ce 

13 Ap Te 
Í· ',_ 

14 sensible 

Movilid•d 

r'!l•t.iva2 

24, 26, 31, 

37, 42, 40 

21, 9 

31, 37, 42 

1a, 20, Z4, 

30, 35, 40, 

11, 31 

Peso 110lecular3 

35, 20.5, 1a, 13, 9.5 

7.9, 4.3. 0.39 

24.3, 48.3 

13, 7.9, 4.3 

26 20.7, 25.7, 20.5, 

45 ta, 14, 9.5, 2.6 

45, 13 

----------------------------------------------------------------------
l.- AP- Allpicilina, Ce- Cefalotina, Te:- Tatraciclina. 

2.- Cada náMero representa una b•nda de pl4s•ido en el gel <mm>-
3.- l~106 daltones, c•da nOmero es el peso •olecylar de un pl!$mtdo. 
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Cuadro e.- Pr•••ncia de plAsmidos en cepas r .. istentes a a1tPicilina de 

Salmon•lla t)lphí. 

P•tr6n d• resistencia 1 l'lovi lldad 

relativa2 

15 

lb 

Ap 

Ap Cm Gm Te 

1.- Ap Ampicilina, 

Tetraciclina. 

Cm-

11, 31 

9, 13, 19, 21 

28 

Cloranfenicol, Gm-

Peso molecular3 

43, 13 

48.8, 38.2, 27, 

24, 16 

Gentamicina, Te-

2. - Cada número representa una banda de pl Asmido <mm>. 

3.- 1x106 daltones, cada número es el peso molecular de • .. .an plás1n1do. 
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Cuadro 'J. - Presencia de plhmldos en transconjligant.es de Salmonel la 

•nt•rL t (.dL!I. 

----------------------------------------------------------------------
Transconju9ant.e Cepa Patrón de Movilidad Peso molecular 

3 

resistencia 1 relativa2 

----------------------------------------------------------------------
A 3 Ap Ce 21, 24, 27, 32 24.3, 20.5. 17 

36, 39, 43, 46 12, B. 7, 6.0, 

3.5, 1.6 

B s Gm Ce Cf Te 24, 40, 4S, so 20.5, s. 7, 2. :~, 

0.4 

c 6 Ap Ce 24 20.5 

I> 4 Ap Cf c .. Cp 41, SI 4.9, (1.4 

Gm Km Te 

E 10 Ap 22, 24, 30, 32 22.9, 20.S, 14.9 

35, 40, 4S 12, 9.'5, 5.7,2.) 

F 13 Ap Te 32, 3S, 40, 4S 12, 9.5, 7.0. 

2.3 

1. - Ap- Ar.pici 1 ina,. Ce- Cefalotina. Cf- Ceft.riazona, Cp- Cefaperazor1a, 

C•- Cl i on1nfenicol, G.n- Geritamicina, Km- Kanamicina, Te- Tet.nacicl ina. 

2. - Cada n(mero repre'3enta una banda de plásmido en el ·3el <mm>. 

3.- 1X106 daltones,. cada n~ero es el peso molecular de lKl pl~smido. 
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Cuadro 10. - Pr•Hnci• de plilstRidos en transconju9ant:.es de Satm.oncttta 

typh(. 

TransconJugant. Cepa 

G 15 

l.- Ap- Ampic1lina. 

Patrón de Movilidad 

resistencia 1 relative2 

Ap 11, 31 

Peso •olecular3 

43, 13 

2. - Cada nún.ero representa una banda de pl.\smido en el, gel tmmJ. 

3. - 1)(106 dal tones, cada número es el peso molecular de un plAsmido. 
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11¡cr------ \ 2. 5 CM•------~ 

en. 

Fiq. 1.- Prnparnci6n de geles de ag~rosn. 
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13.~ ~~. w 
J 

I 
I 

I 

I 
I 

I 

I 
I 

I cm. 

~ ~ 

í5 



~ "\\ 
1 • 
0 

"""ll K37/RI-19 
lll \. 

,. 
1 J53/RP4 ll 
w /l P654/PRSDI 

! 39 

1 ZI 

o 

! 

REGRESION LINEAL 

VARIANZA -33.1 

LoJi H l:OOIL!llt1D llIIAtlVI 

Y• log X (-6.668x!0 1) + (l.125x!0 2 ) 

1.5 

G:-130 

Fig.3- Gráfico de peso molecular de plásmidos en_!!. coli. 
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Or, 
62 HD 
40~ 
35---+ 

Fig. 4.- Electroforesis en geles de agarosa de plásmidos 

con peso molecular conocido de cepas de ~· .E.211• Or-Orlgcn 

l-GM30/p8R322, 2-P654/PRSD1, 3-J53/RP4, 4-K37/RI-19. 
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Or 

48.8 MD-

27. 2""\ 
24.3~ 
20.s--. 
17--+ 
12.1--. 
9.5 ..:7""' 
~:;~~ 3. 5 
2. 3 

b:~r 
(0.4 

1 2 3 4 5 

Fig.5.- Electroforesis en geles de agarosa de plásmidos 

en cepas de.§. txphimurium, Or-Origen, 1- Cepa 1, 2-Ce­

pn 2 1 3- Cepa 3, 4- Cepa 4, 5- Cepa 5. 
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Or 

48.9~ 

20.5-

10.4-. 

11.9-+ 

4.0 __... 

4.0--.. 

6 8 6 8 9 

Fig. 6- Electroforesis en seles de agnrosn de plásmidos 

en cepas de-ª.· heidelber:..s.· Or-Origcn, 6-Cepn 6, 8-Cepo 8 

9-Cepa 9. 
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Or 

48.8 ".!!..to 
43.o--. 

~~:;~ 
20.s::r; 
14 ·º;:;---+ 
9.5 
7.9-
5. 6:;::=! 
4.3h=: 2.6r 
0,4 

11 11 12 10 14 13 11 12 10 14 

Pig. 7- ~:lcctroforesis un geles de ogarosa de plásrnidos 

en cepns de distintos aerotipos de S. enteritidis. Or-.Q. 

rigen: 13- li,. derhy, 11-J?.. nnono 1 l;-li· muenchcn, 

10-1!,. dcrby, 14-§_, brnr.nderup 
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Or 

48.8~ 
43.0~ 

38.2--=:r 
27.0/ ::. 

. 24.0 -
13.0,..-. 

15 16 15 lb 

Fig. 8- Electroforesis en geles de agarosa de plásmidos 
en cepas de.§.. !.l!h!· Or-Origen 1 15-Ccpa 15, 16-Cepe 16. 
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Or 

48,HlllJ-

24,J---. 
20.s-

1 7 • () .:::::=:: 
12.0.....--
1,.n~ 
J. s :::--:::::::::: 1.3;;;:::: 
) .() / 
(). 4 

..L 
I> r '' e nr- l"f!' _A_ _l_I _ _e_: _ 

Fig.9- Electroforesis en geles de ngnrosa de plismidos 

en' TrnnsconJugantes de.§.. entl"!ritidis, Or-Origen, ----

1-!!, E..2.ll kJ2 C600 (receptora), O-Cepa donndorn, r-Ce-

pa receptora (Trnnsconjugnntc), A-Cepa 3 de!· typhlmurius 

R-r:~oa 5 de .§_, trphimurium, C-Cepa 6 de ~. heidel!.2.!_a_. 
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Fig. 10- Electroforesis en geles de Qgaroso i\c plósmidos en 

Trans:conjugentcs de.§.. cnteritidis 'I .§.. !.I.ill· Or-Origcn 

1-,li E.21!. Kl2 C600 {receptora), D-Ccpn donndorn, r-Ccpn re-­

ccptorn (Tronsconjugnntc), D'-Ccpa t, de.§.. tyehimurium,E-C~ 

pn 10 de .§.. derby 1 F-Ccpn 13 rlc .§.. dcrby, G-Cepn 15 de J?..--
lll!.l!.i. 
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A P E N D I C E • 

I- Soluciones y Buffers. 

a> Aislamiento de plásmidos. 

Solución l. 

- L1sozima 2 mg/•l. 
(.) 

- Eti lend1n1 tri lot•tracet.ato <EDTA> 10 mM a pH B. O 

- Tris-aminometano hldt"OXimeti 1 (tris-base) 25 mM a pH a. o 

- GlucoH 50 """· 

Esta solución •• preparó en un baño de hielo a o•c. Las 

soluciones de EDTA, tris-base y glucos~ se esterilizaron en 

autoclave a 10 1ibras/11s•c por 10 min. y almacenaron a 4•c. 

Solución II. 
<••> 

- Hidroxido de sodio CNaOHl 0.2 N 

- Dodec1l sulfato de sodio CSDS> lX. 

Soluc:ión III. 

- Acetato de sodio 3 M a pH 4.8 

Se ajustó el pH de la solución con ácido acético glacud y 

esterilizo en autoclave a 10 lbs/115"C por 10 min. y almacenó a 

t.ellperatura ambiente. 

Buffers. 

- Buffer tris-etilend1nitrilotetracetat.o <TE>. 

Tris-base 10 MM a pH 8.0 

EDTA 1 ~M. pH e.o 

• •M- •ilimolar, unidades de concentración de una solución. 

•• N- Nor•al, Wlidades de concentración de una solución. 

-Buffer para el•ctrofo~esiss Tris-boratos. 
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Tris-base 89 mM a pH 8.0 

Acido bórico 89 mM 

Se: preparó el buffer a una concentración de 5X y ester i 1 izó 

en autoclave a 10 lbs./115 1 C por 10 min. y se almacenó 

a temperatura ambiente. Al utilizarlo se diluyó a lX con agL~a 

desionizada est6ril. 

- Colorante indicador para electroforesis: 

PUrpura de bromofenol al 0.1~ con glice•·ol al 50:1. en agua. 

II- Medios de cultivo. 

- C•ldo de infusión cerebro-corazOn <BHI>, el cual contenia 

33 µ9./Ml de ampicilina para amplificar Pl4smidos que confieren 

la resistencia a dicho antimicrobi•no, mismo que se adicionó al 

•edio est•ril por filtración con membrana rnillipore de 0.45 t'RI· 

- C.aldo Luria. 

Bacto tri ptona 

Extracto de levadura 

10 gr. 

'5 gr. 

Cloruro da sodio <NaCl) 10 gr. 

Agua dasti lada 

Ti•ina 

1000 mi. 

20 pg/ml. 

Se aJust6 a pH 7 con NaOH 2.5 N 

-Agar Lurta. 

Se preparó a partir de caldo Luria m•s 20 gr. de Bacto agar, 

ajustando a pH 7.0 con NaOH 2.5 N, este Medio contenia 

1000 ~g/ml de ácido nalidixico y 25 µ9/ml de ampicilina como 

anti•icrobianos para seleccionar los transconJi.ViJantes de §.!.. 

90~9ti~!~!~, •is•os que se añadieron al medio por filtraciOn con 

Mmbrana rnillipore de 0.45 µm. La cantidad de ant.imicrobiano que 
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se pesó para la preparación del medio cult.ivo. se calcult· en 

base a la fórmula establecida en el Manual de microbiología 

clínica de Lennette <26>. 

peso de Volumen <mll X Concentración (µg/ml> 
mg• 

ant.111icrobiano potencia (~9/111> 

Donde se considera la pot~ncia del ant1microbiano para . la 

preparación de una solución, puesto que en ello radica su 

efectividad contra un microorganismo v esto debe ser considerado 

para cualquier estudio .!.O ~.i~r.Q a diferencia del antomicrobiano 

qu• ~e requiere para amplificar plAsmido. donde no es necesario 

condiderar la potencia C10, 30). 

- Medio de conservación. 

Peptona prot.easa 10 gr. 

Extracto de carne 10 gr. 

Bacto agar 9 gr. 

En 1000 mi. de agua destilada, ajustando a pH 7.4 v 

esterilizando .n autoclave a 15 lbs por 15 min. 
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