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ABREVIATURAS UTILIZADAS
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= tetraciclina

= &cido nalidfxico

4cido desoxirribonucleico

&cido ribonucleico
4cido etilendiaminotetracético

elemento genético extracromosédmico



OBJETIVO

Una epidemia severa de disenterfa, determinada por Shigella dysenteriae tipo 1, fué descrita

en Centroamérica durante 1969 y 1970. Una caracterfstica importante del microorganismo responsable fue
su resistencia a varios antibiéticos, que se mostraron asociados en un patrén predominante, determinado
por la presencia de un plésmido R (1).

En el perfodo comprendido entre julio de 1970 y junio de 1971 hubo un brote epidémico de disen
terfa en México (principalmente en Acapulco y en el sur del pafs). Los estudios realizados mostraron que
el bacilo de Shiga responsable era portador de un pl dsmido R, que codifica para un fenotipo de resistencia
semejante al descrito para las cepas resistentes de Centroamérica. Ademés, este pldsmido R es capaz de
ser transferido in vitro a cepas Escherichia coli K-12 (2).

Posteriormente, en 1972, se describié una epidemia de fiebre tifoidea que afectd la ciudad de

México y estados vecinos. La mayoria de las cepas de Salmonella typhi aisladas tenfan un plésmido R con

un patrén de resistencia similar al de las cepas de Shigella dysenteriae tipo 1, tanto mexicanas como cen-

troamericanas (3, 4, 5, 6).



3.

El hecho de que las tres epidemias descritas estuvieran localizadas en &reas geogréficas relati
vamente cercanas y, ademés, tuvieron lugar en perfodos de tiempo también cercanos, sugirieron inicial -
mente que podrfa Qxistir una relaciéﬁ entre ellas. Varios estudios de tipo epidemiolégico fuéron disefiados
con el objeto de aclarar esta posible relacién; sin embargo, estas investigaciones se basaron en una serie
de suposiciones poco fundamentadas, tales como; atribuir propiedades de virulencia, no demostradas, a -
los plasmidos R y, consecuentemente, derivar la generacién de las epidemias a cepas bacteriaras portado
ras de ellos. Tal vez, lo m&s conveniente serfa considerarlos como una complicacidn.

En base a lo anterior se considerd importante analizar, con mas detalle, los elementos genéti -

cos extracromosémicos involucrados. Ademés, se estudiaron pldsmidos R aislados de cepas de Salmonella

typhimurium por razones que se dardn més adelante ( ver RESULTADOS) .



INTRODUCCION

Un tipo particular de informacién genética no codificada por el cromosoma bacteriano esté deter
minada por la presencia de moléculas de ADN denominadas elementos genéticos extracromosdmicos o plés-
midos ( 7). Estas moléculas son ffsicamente independientes, pero requieren de product os codificados por
el cromosoma para duplicar (8, 9). Existen pldsmidos capaces de integrarse en el cromosoma de la bacte -
ria, que son duplicados pasivamente; pldsmidos de este tipo reciben el nombre de episomas {7

Evidencias de la autonomfa de los plédsmidos

Curacidn

La pérdida esponténea de plédsmidos en la poblacibén bacteriana es, frecuentemente, baja pero -
puede ser incrementada por la accidén de una serie de substancias por ejemplo, los colorantes de acridina
(10), 1;31 bromuro de etidio (11), la rifampicina (12), el lauril sulfato de sodio (13), etc. o por ayuno de timi
na (14). Esta pérdida o curacién del pldsmido se correlaciona con el hecho de estar en forma auténoma en el
citoplasma de la célula y, ademés, sugiere que la replicacién del EGE esté controlada por un replicén distin

to al del cromosoma bacteriano. En algunos casos, la curacién de un pldsmido no es detectable y esto no

ha podido ser explicado satisfactoriamente.



Los mecanismos involucrados en el fenbmeno de curacién son complejos y no han sido totalmen
te élucidados. El hecho de que los colorantes de acridina y el bromuro de etidio sean moléculas planas,ca_
paces de intercalarse entre las bases del ADN, ha sugerido que esta interaccidn sea una parte importante -
en el mecanismo de curacién del plésmido (15). Es importante hacer notar que el plésmido no se destruye -
en el proceso sino que su replicacibén esté inhibida, por lo tanto, se hereda en forma unilinear y se diluye
con el tiempo de la poblacibén bacteriana.

En el caso de la rifampicina se ha observado que act@ia a nivel de la ARN polimerasa. Mutantes
resistentes a este antibidtico presentan la enzima con una subunidad alterada a la cual no puede unirse la
rifampicina (12). Basicamente, se han propuesto dos hipbtesis que expliquen el mecanismo de curacién con
rifampicina: (a) la rifampicina inhibe selectivamente la replicacién del ADN del pldsmido en comparacibén
con e‘:l del cromosoma, al actuar sobre la sintesis de una proteina especifica en la replicacién del primero;
(b) la replicacién del pldsmido requiere la presencia de una molécula de ARN, cuya sfntesis es sensible a
la accibén de la rifampicina (16). La primera hipbtesis se basa en la observacién de que algunos genes del
plédsmido F son inhibidos preferente.mente por este antibibtico (16) . Evidencia sugestiva de la segqunda hipd
tesis se encuentra en los estudios realizados con el plésmido Col E1, principalmente. En ellos se ha de -

mostrado que la replicacidén de Col E1 requiere de la sintesis de ADN, y que ésta es sensible a la accién



de ribonucleasa, &lcali y rifampicina (17).

El ayuno de timina causa la curacibén de algunos pldsmidos y aunque el mecanismo se desconoce,
se ha sugerido que pudiera estar relacionado con la acciodén de una nucleasa (14). La elimiﬁacién de plésmi
dos por efecto de una substancia detergente, como el lauril sulfato de sodio, ha sido tambien descrita (13).
Como en el caso anterior, se desconoce el modo de accién pero en la hipdtesis propuesta esté involucrada
la asociacién del ADN a ia membrana celular.

Evidencia genética

Evidencia adicional sugestiva de la autonomfa de los pldsmidos con respecto al cromosoma ha
sido obtenida con el aislamiento de mutantes que afectan especfficamente el mantenimiento o la duplicacién
de los mismos.

Las mutaciones pueden estar a nivel cromosdédmico o a nivel del plasmido mismo. El primer tipo
de mutantes ha sido descrito en cepas de Escherichia coli K-12, mapean en varias regiones del cromosoma
y muestran cierta especificidad ( 8, 18, 19, 20, 21). Muchas de estas mutantes son condicionales (ts) vy se
expresan Ginicamente a una temperatura determinada. Ejemplos de estas mutantes son ts112 (18) y polA (8)

que afectan selectivamente a Flac o a ColE 1, respectivamente.
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Mutantes a nivel del plasmido han sido también descritas en Flac (22), en Col VBtrp (23) y en
Rtsl (24).

Evidencia molecular

La naturaleza molecular y las propiedades fisicoquimicas de los plédsmidos han sido tema de nu
merosas investigaciones. El anélisis del ADN de estas moléculas ha mostrado la existencia de dos tipos -
de estructuras circulares. Una de ellas estd covalentemente cerrada en ambas cadenas y tiene una configu
racién superenrollada; el otro tipo de molécula presenta una ca@dena sin sellar y la otra unida covalentemen
te (25, 26, 27). Existe evidencia que apoya la existencia in vivo de los pldsmidos como moléculas cova -
lentemente cerradas y, por lo tanto, no se deben a un artefeacto del método de aislamiento (28).

La configuracién superenrollada causa que lé molécula sea compacta y, por lo tanto, tenga una
viscosidad intrfnseca menor y ofrezca una mayor resistencia a romperse, (25). Consecuentemente, la molé
cula superenrollada sedimenta més rdpido que el circulo abierto correspondiente y éste, a su vez, sedimen
ta més répido que la forma linear si se analizan en un gradiente de sacarosa neutro (29).

Si la lisis celular se lleva a cabo bajo condiciones moderadas, es posihle aislar moléculas de

ADN de plésmido superenrolladas asociadas a una molécula de protefna , en lo que se conoce como comple-

jo de relajacién. Este ADN puede convertirse a la forma abierta o relajada por tratamiento o condiciones que



afecten protefnas como son el lauril sulfato de sodio, proteasas o &lcali ( pH 12.5) (25).

Los estudios de ADN de plésmido han sido posibles gracias al disefio de varios métodos, que per
miten aislarlo del resto de los componentes celulares una vez lisada la célula huésped. Uno de los métodos
més utilizados es la ultracentrifugacién en cloruro de cesio, en presencia de bromuro de etidio. La densidad
de flotacién del ADN disminuye en proporcidén con la cantidad de colorante que se intercale; m&s moléculas
de bromuro de etidio se unen a la forma abierta que a la superenrollada y esto permito su separacién diferen
cial (26).

Una vez aislado el ADN del pldsmido se puede determinar su peso molecular en base a su coefi -
ciente de sedimentacién en gradientes neutros de sacarosa o por medicién en el microscopio electrénico (26).

Incompatibilidad

Uno de los criterios més utilizados en la clasificacién de los pldsmidos es el de incompatibili -
dad. Se entiende por incompatibilidad la incapacidad de dos pldsmidos distintos para coexistir establemen-
te en una misma célula huésped (7). Estudios de incompatibilidad entre varios pl4smidos han permitido cla -
sificarlos en distintos grupos, de tal manera que pladsmidos incompatibles pertenecen al mismo grupo ( 30 ).

Los resultados obtenidos por hibridacién de ADN, han mostrado que existe una gran homologfa entre plésmji_
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dos pertenecientes a un grupo de incompatibilidad; esto ha sugerido que existe un origen evolutivo com(n
de los EGE implicados ( 31, 32).

El mecanismo propuesto para el fenémeno de incompatibilidad es, b&sicamente, el siguiente: se
considera que un plésmido para replicarse requiere unirse a un sitio especffico de la membrana celular, el
cual es compartido por pldsmidos incompatibles; esto ocasiona una competencia entre ellos (25, 27). Este
modelo se base en la hipbtesis del replicén (33) la cual propone que un elemento genético, como un plasmi
do o un cromosoma bacteriano, constituye una unidad independiente de replicacién (replicén), que requiere

unirse a un sititio especffico en la membrana para su duplicacién. Existe evidencia de esta asociacién del

ADN a la membrana celular, tanto de Bacillus subtilis (34) como en Escherichia coli (35). Adem&s, los mo -

delos de replicacién propuestos consideran al ADN fijo a la membrana celular, durante un perfodo de tiem -

po (36).

A
;
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Informacibén asociada con plésmidos

La conjugacibn bacteriana se define como un proceso de intercambio genético entre bacterias,
dependiente del contacto celular, en el cual ei material genético se transfiere de un organismo (el donador)
a otro ( el recipiente ). E1 organismo donador es aquel portador de un plésmido capaz de promover la trans_
ferencia de material genético a un organismo recipiente adecuado (7).

El proceso de conjugacién bacteriana ha sido dividido, en forma teérica, en varias etapas (37):
Formacién especffica del par.- La frecuencia de colisién entre el organismo donadd'y el recipiente depende
de la densidad celular, y de la viscosidad y temperatura del medio. Para la formacidn especfifica del par se
requiere la presencia de pili conjugativo que es codificado por el plésmido de la celula donadora.
Formacioén efectiva del par.- Este paso involucra el establecimiento de un puente conjugativo a través del
cual se pueda transferir el material genético. Aquf, existe una hipbtesis que propone que el ADN se transfie
ra a través del pili donador (38); sin embargo, esto no ha sido comprobado. Otro punto de vista sugiere la
contraccibén del pili donador para acercar ambas células, seguida de la sfntesis de una substancia que une
las membranas celulares de ambos organismos, entre los sitios de unién del pili a la célula recipiente y el

"agujero" restante en la célula donadora después de una contraccién completa (37).
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Transferencia del ADN.~- E1 ADN del pladsmido se encuentra en forma circular dentro de la célula pero duran
te la conjugacibén sblo se transfiere una de las cadenas con el extremo 5' en el origen, del donador al reci-
piente. Tanto la cadena de ADN que permanece en el donador, como la que se transfiere al recipiente, se
duplican para formar la cadena doble (39).

Un plésmido conjugativo es aquel capaz de pomover conjugacidén bacteriana (7). Los pldsmidos
conjugativos se clasifican de acuerdo al tipo de pili donador que codifican ( 26, 39, 40):
(a) plésmidos "como F".- codifican para la sfntesis de pili F, que es capaz de adsorber fagos icosaédricos
(f1, QB, MS2) y filamentosos ( fd ).
(b) plésmidos "como I".- codifican para la sintesis de pili I, que no tiene los sitios receptores para fagos
especificos de F sino para fagos especfficos de I como son Ifl, If2, etc.
(c) plésmidos del grupo N.- sintetizan pili capaz de adsorber al fago Ike.

La mayorfa de los pldsmidos conjugativos tienen determinantes que inhiben su propia fertilidad
y esto tiene como consecuencia que se transfieran a una frecuencia muy baja. Sin embargo, existen mutan-
tes "derreprimidas" (drd) de estos pldsmidos y pldsmidos conjugativos de tipo agreste ( el plédsmido F,entre

ellos) que carecen de este tipo de inhibicién y que, por lo tanto, se transfieren a alta frecuencia y muestran
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una gran sensibilidad a bacteriéfagos especificos de donador (41).

Existe una clase de pldsmidos denominados fin § que inhiben su propia transferencia y la del
plésmido F, cuando estén en la misma célula; a diferencia de los plésmidos designados fi_n_ que inhiben
su propia transferencia pero no la del pldsmido F (42, 43). El fendbmeno de la inhibicién de la transferencia
del plasmido F es complejo, los sistemas ropuestos actfian a nivel del operdn de transferencia sin interfe-
rir con otros genes (44) . Uno de los modelos propuestos es el sistema FinOP, en el cual estd involucrado
la interaccién de, al menos, dos componentes., Un componente inhibidor es condificado por el gene fin O
y parece ser funcionalmente idéntico para la mayorfa de los plédsmidos :fi_n+. El gene finP codifica otro pro -
ducto inhibidorque aparentemente es especffico del plésmido que lo porta. El producto finO del plésmido -
inhibidor reacciona con su propio producto P y con el del plédsmido F, en este Gltimo caso se forma un com-
ponente que‘ previene la funcién del gene tra] cuyo producto se requiere para la expresion del operdn de trans
ferencia ( 45, 46).

El hecho de que existan varios sistemas capaces de inhibir la transferencia del pldsmido F sugie_

re que esto aporte una ventaja selectiva al pldsmido coexistente.
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MATERTIALES Y METODOS

MATERIALES

CEPAS BACTERIANAS

Las caracterfsticas generales de las cepas bacterianas utilizadas se describen en la Tabla I.

Las cepas de Salmonella typhimurium grupo B fueron aisladas en el Hospital de Infectologia del Centro Mé

dico " La Raza" (I.M.S.S.) a partir de muestras clfnicas de heces, orina o sangre.Los cultivos fueron ca-
racterizados posteriormente por pruebas bioqufmicas y tipificados por reacciones de aglutinacién con los
sueros especfificos.

Las cepas B201 y B204 son derivados Strf y Nal I, respectivamente, de B21 obtenidas en el labo-

ratorio de acuerdo al protocolo descrito en Materiales y Métodos. Las cepas de Salmonella typhi fueron ob-

tenidas del Dr. Alfaro, JM1348 y TM1373 son derivados Nalf y Strf, respectivamente, de JM1300.Las cepas
de Escherichia coli K-12, JC3272 y JC6256 (la cepa progenitora de JM1452 y JM1456) han sido descritas an
teriormente (47).

BACTERIOFAGOS

El bacteridfago R17 fué obtenido del Dr. N, Willetts y el bacteridago Ifl del Dr. E.S, Anderson.

Los lisados f4gicos se prepararon de acuero al protocolo descrito por J.H. Miller (48) .
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PLASMIDOS

.

Estos se describen en la Tabla II,

Flac, Col V2, Col VB, R100-1, R1—1.9, ColIB drd, R64-11, pSC 101 y Col E1 han sido descritos

previamente (49, 50, 51, 52, 53, 54). R27 fué obtenido de la Dra. N. Datta vfa el Dr. J. Kupersztoch.Los
derivados homogénicos de R1-19, PCU 502 y pCU 504, fueron construidos in vitro y pertenecen a la colec-

cibn del laboratorio. Los plésmidos R, pCU 1 . PCU 4, y PCU 8, provienen de Salmonella typhi ( Alfaro, ma

nuscrito en preparacién).
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T A B L A I
CEPAS BACTERTIANAS

Marcadores genéticos relevantes

Bacterias Cepa Plasmido Cys His Lys Thy Trp Lac Nal
Escherichia coli K-12* JC3272 + - - + - - s
JC6256 + + + + - - S
JM1452 + + + = = = s
JM1456 + + + = = R
Salmonella typhi** JM1348 = + + + + - R
JM1373 - + + + + - S
JM1300 - + + + + - S
JM1301 pCUl - + + + + - S
Salmonella typhimurium** B 3 pCU252 + + + + + - S
B 15 pCU251 + + + + + - ]
B 21 + + + + + - [
B 201 + + + + + - S
B 204 + + + + + - R
* La nomenclatura es la recomendada por Bachmam, Low and Taylor (1976) (55)

*k De acuerdo a las recomendaciones de Sanderson (1972) (56)

[7)]
nxnx ct
La]

nhnxn

Wxxnonwmn
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PLASMIDO FENOTIPO REFERE NCIA
Flac Lac+ Tra 49
Col V2 Cva 50
Col VB Cha - Cva 50
ColIb drd Cib 50
ColEl Cel 50
R1-19 Cm Sm Sp Su Ap Km Tra 51
pCU 502 Cm®SmS Sp® Su ® Ap S Derivado homogénico de R1-19
pCU 504 CmS SmS SpS SusS ApS KmS " r W
R100~-1 Cm Sm Sp Su Tc Tra N. Datta via J. Kuperztoch
R27 Tc Tra 53
R64-11 Sm Tc Tra 54
pSC 101 Te Este laboratorio
pCU1 Cm Sm Sp Tc Tra derivado homogénico de pcuUl
pCU 8 Cm S Sm*S sp° Este laboratorio

Tc Tra

pCU4




MEDIOS DE CULTIVO

I-MEDIOS COMPLETOS

(a)

(b)

(c)

Medio Luria

Bactotriptona (DIFCO) 10 g
Extracto de levadura (DIFCO) 5g
Cloruro de sodio (J.T. Baker) 10 g
Agua destilada 1000 ml

Ajustar con NaOH 2.5 N § pH 7.0

Mefiio Fry

Extracto de came (DIFCO) 10 g
Bactopeptona (DIFCO) 5g
Cloruro de sodio ( J.T. Baker) 10 g
Agua destilada 1000 ml

Medio Mac Conkey
Agar base Mac Conkey (DIFCO) 40 g

Agua destilada 1000 ml
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II- MEDIOS MINIMOS

Todos estdn basados en la férmula del medio mfnimo M9

NH4C1 (J.T. Baker) ‘ lg

KoHPO4 (J.T. Baker) 3g

Na2HPO4 (J.T. Baker) 6g

NaCl 0.5¢g

MgSO4 .7 H9O (General Chemical Division) 0.25 mg/ml concentracidn final
Agua desionizada 1000 ml

ADICIONES
(1) Azficares (Glucosa o Lactosa de J.T. Baker)

(a) l;ara el'medio mfnimo se agrega a una concentracién final de 0.2%

(b) Para el medio Mac Conkey se agrega a una concentracién final de 0.1%
(2) L-amino4cidos (todos son de Sigma Chem. Co.)

Para el medio minimo se agregan a una concentracién final de 20fig/ml, excepto en el caso de

cistefna que se adiciona a una concentracién final de Sy(g/ml.



(3)

(4)

(8

(6)

Bases ( Timina de Sigma Chem. Co.)

(a) Para el medio Luria se agrega a una concentracidén final de 20}\g/ ml.
(b) Para el medio mfnimo se agrega a una concentracién final de 504g/ ml.
Vitaminas (Vitamina B 1 de Matheson Coleman and Bell)

Para el medio mfnimo se agrega a una concentracién final de 1}4g/ ml,
Antibibticos

Para cualquier medio las concentraciones finales son las siguientes:
Acido Nalidfxico ( Sigma Chem, Co.) : 6 6 49&;/ ml

Ampicilina ( Bayer de México ) : 25 6 S(ytg/ml

Cloranfenicol (Sigma Chem. Co.) : 2?‘(9/ ml

Estreptomicina ( Sigma Chem. Co.) : 50, 100 6 400Jg/ ml
Espectinomicina ( The Upjohn Co.) : 25{hg/ ml

Kanamicina ( Brystol Myers de México) : Z?Lg/ ml

Rifampicina ( Lepetit de México)  : ltya.g/ ml

Tetrac iclina ( Cyanamid de México) ; 25},g/ ml

Bactoagar ( DIFCO)

19.
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(a) E1 medio Luria y el medio mfnimo van adicionados de 2% final de Bactoagar, siempre que se
requieran en estado sélido. En el caso del medio Fry se afiade al 1.4% final.

AGAR BLANDO O DE SUPERFICIE

Bactoagar (DIFCO) 0.7 g
Cloruro de Sodio (J.T. Baker) 0.8 g
Caldo Luria 30 ml
Agua desionizada 100ml

La adicién del caldo Luria al agar blando es importante para evitar cambios bruscos al sembrar de

medios completos a medios mfnimos (57).

Todos los medios se esterilizan 30 min. en autoclave & 22 lb. de presién y 121°C. Los azflicares,

amino4cidos, bases, vitaminas y antibibéticos se preparan en solucién, se esterilizan por filtracién en Milli

pore (0. 4574,) y se afiaden a los medios previamente esterilizados.

AMORTIGUADORES

Amortiguador TE
0.1 M Trizma Base (Sigma Chem. Co.)
0.001 M Ac. etilendiaminotetracético, sal tetrasédica (Sigma Chem. Co.)

Ajustar a pH 8.0 con &cido acético glacial.
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(2) Amortiguador TEA
0.05 M Trizma Base (Sigma Chem. Co.)
0,02 M Acetato de sodio (J.T. Baker)
0.002 M Ac. etilendiaminotetracético, sal disédica. (Sigma Chem. Co.)
0.018 M Cloruro de sodio (J.T. Baker)

Ajustar & pH 8.05 con &cido acético glacial.

REACTIVOS

Agarosa para electroforesis (Sigma Che, Co.)
Azul de bromofenol (Matheson Coleman and Bell)
Bromuro de etidio (Calbiochem)

Glicerol (J.T. Baker)

Lisozima (Worthington Biochemical Corp.)
Lauril sulfato de sodio (Sigma Chem. Co.)

Multidiscos de sensibilidad a antibiéticos (BIOCLIN)
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METODOS
En todos los casos se hacen cultivos frescos en caldo Luria de la cepa recientemente purificada.

Andlisis de sensibilidad a antibibticos

Para determinar la sensibilidad de las cepas bacterianas a una serie de antibibticos se llevd a
cabo el siguiente protocolo. Se siembra, con agar blando fundido, 0.1 ml del cultivo de la cepa en estudio
en una caja de medio Luria sin antibibticos y se coloca encima de la capa de bacterias un multidisco de sen
sibilidad a antibidticos (BIOCLIN). Se incuba & 37° C durante 12-16 hs, y se observa el patrén de resisten -
cia 6 sensibilidad a los siguientes antibibticos: &cido nalidfxico ( 3%/m1), cloranfenicol ( 3(%.9/m1), kana_
micina ( 30)|g/ml) y tetraciclina ( 1ya.g/ml) . Para otros antibibéticos como ampicilina ( 27} g/ml), espectino =
micina ( 25}lg_/ml) 6 estreptomicina ( S%g/ml) se siembra el cultivo en cajas con medio Luria adicionado del
antibibtico correspondiente y se analiza después de incubar 12 hs, § 37° C,

Aislamiento de mutantes

Cepas mutantes resistentes a estreptomicina se obtuvieron sembrando 0,2 ml del cultivo de una cepa
sensible en una caja de medio Luria con lo%g/ml de estreptomicina, De aquf una de las clonas resistentes

se aisld y se purificd dos veces.
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Mutantes esponténeas resistentes altos niweles de &cido nalidfxico se obtuvieron de acuerdo al
siguiente esquema: en un primer paso la cepa sensible se sembrd en cajas de medio Luria con 6/[4 g/ml de
&c. nalidixico. Las colonias resultantes fueron purificadas y a partir de una colonia resistente & E}lg/ml
de &c. nalidixico, se hizo un cultivo del cual se sembrd en cajas de medio Luria con 40}‘ g/ml de 4c. -
nalidfxico, se hizo un cultivo del cual se sembrd en cajas de medio Luria con 4%g/m1 de &c. nalidfxico.
La cepa fue purificada dos veces.

Curacidn

La inhibicién selectiva de la duolicacién de un pldsmido se puede obtener con rifampicina (58).
En general, un cultivo fresco se diluye a una concentracién final de 1000-10 000 células/ml en caldo Luria
y se afiade rifampicina a una concentracién final de 10)4-g/m1. El tubo se incuba en la obscuridad 4 37° C
con agitacién violenta durante 20 hs, Posteriormente, se siembra en cajas de medio Luria para obtener colo
nias aisladas que se analizan por duplicacién en cajas de medio selectivo (59). La frecuencia de curacién
se expresa como porciento de células que han perdido el plésmido. En todos los experimentos se incluyd
como control negativo a la cepa incubada en caldo Luria sin rifampicina, y como control positivo a la mis -

ma cepa bacteriana portadora de un plédsmido curable conocido.
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Construccidn de cepas portadoras de plé&smidos

Cepas bacterianas, portadoras de uno o més elementos genéticds extracromosémicos, fueron cons
truidas con conjugacibén bacteriana. El protocolo general consistié en mezclar 0.1 ml del cultivo de la cepa
donadora con 0.1 ml de la cepa recipiente en 1.0 ml de caldo Luria; la mezcla de conjugacién fué incubada
& 300C 6 379C, segtin el caso, Después de incubacién nocturna se sembraron las diluciones apropiadas en
cajas con medio selectivo. En todos los casos la cepa donadora y recipiente se marcaron diferencialmente
para poder contraseleccionar a la cepa donadora.

Los resultantes transconjugantes partadores de pldsmidos R fueron seleccionados utilizando uno
de los siguientes marcadores de resistencia: (@) Cm!: R1-19, pCU504, R100-1, pCU251, pCU401,pCU402,
pCU1; (b) Ampf : pCU252; (c) Tcl : R64-11, pCU 4, pCU 8, R27.

Cuando la cepa era portadora de un pldsmido colicinogénico ésta fue identificada por picadura o
por el método de doble capa (60). Las cepas portadoras de Flac fueron seleccionadas en cajas de medio m{
nimo con lactosa como fuente de carbono.

Sensibilidad a bacteriéfagos especfficos de donador

La identificacién de cepas bacterianas sensibles o resistentes a bacteribfagos especificos de do
nador fue investigada en cajas con medio Fry. En todos los casos los cultivos fueron frescos y habfan sido
previamente purificados para asegurarse que por lo menos, el 99% de las células eran portadoras de uno 6

més plédsmidos.
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El protocolo general fue el siguiente: 0.2 ml del cultivo de la cepa en estudio se mezcla con 3.0 ml
de agar blando fundido y se siembran en una caja con medio Fry. Una vez solidificada la capa de agar se
afiade 0.01 ml de un lisado fagico de alto tftulo y se incuba & 42° C durante 12 h . Las cajas se analizan
para la presencia de zonas de lisis,

Conjugacidn Bacteriana

Para determinar la capacidad doradora de cepas portadoras de pldsmidos conjugativos el procedi -
miento general fue el siguiente: se inoculan 10 ml de caldo Luria con un cultivo fresco de la cepa donadora
6 de la cepa recipiente y se incuban con agitacién & 37 © C hasta alcanzar una concentracién aproximada -
de 2-4 x 108 células/ ml, determinada por lectura en un colorfmetro fotoeléctrico Klett=Summerson, y por
cuenta viable. Es recomendable que la cepa donadora se use inmediatamente, la cepa recipiente puede man
tenerse en hielo durante 60-90 min. La mezcla de conjugacién se hace en matraces Erlenmeyer de 50 ml en
la siguiente proporcién: 0.5 ml del cultivo de la cepa donadora y 4.5 ml del cultivo de la cepa recipiente,

y se incuba durante 30 min, & 37° C. La conjugacibén se interrumpe por agitacién violenta en Vértex, se di
luye apropiadamente en rr}edio M9 base y se siembra, por duplicado, en el medio selectivo usando agar blan

do fundido. Como control se siembra, por separado, las cepas donadora y recipiente en el medio selectivo.
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Se determina también el porciento de bacterias donadoras por duplicacién en cajas de medio Luria adicio
nadas del antibidtico correspondiente,

La eficiencia de transferencia se calcula como el nimero de transconjugantes por 100 donadores.

Incompatibilidad

El anélisis de incompatibilidad entre pldsmidos se hizo de acuerdo al siguiente protocolc general,
Se construyeron derivados de JM 1456 y de JC 3272, portadores de uno de los plésmidos en estudio o de un
plédsmido de grupo de incompatibilidad definido ( Tabla II). En todos los casos las conjugaciones fueron re-
cfprocas usando JM 1456 como donador y JC 3272 como recipiente, y el pldsmido seleccionado fue aquel
portado con el donador. Los transconjugantes fueron analizados para la presencia de los dos plésmidos por
duplicacién en cajas apropiadas. Cuando el pldsmido donador desplaza al pl4smido residente o no se puede

establecer en la cepa recipiente se dice que ambos pldsmidos pertenecen al mismo grupo de inccmpatibili -

dad.

Obtencidn de ADN de pl&dsmido

(1) Inocular 0.1 ml de cultivo de la cepa en estudio en 10 ml de caldo Luria e incubar, con agitacién

& 370 C, hasta que llegue a fase logarftmica tardfa (aproximadamente 80-90 unidades Klett- Summer

son) .,
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(2) Centrifugar el cultivo durante 10 min, & 5 000 rpm,

(3) Descartar el sobrenadante y resuspender la pastilla en 10 ml de amortiguador TE.

(4) Centrifugar durante 10 min. & 5 000 rpm.

(5) Descartar el sobrenadante y resuspender la pastilla en 0.25 ml de amortiguador TE.

(6) Los siguientes pasos se llevan a cabo a temperatura ambiente y agitando muy suavemente:
(a) agregar 0,025 ml de lisozima ( 10 mg/ml en amortiguador TE) v dejar actuar por 10 min.,

(b) agregar 0,025 ml de EDTA (0.1 M, pH 8) y dejar actuar por 5 min.,

(c) agregar 0.040 ml de lauril sulfato de sodio al 10% vy dejar actuar por 10 min.,

(d) agregar 0.065 ml de NaOH 1 M y dejar actuar por 10 min.,

(e) agregar 0.065 ml de solucibén neutralizadora ( 0.2M Trizma base y 1.8M Trizma HC1) e incubar
4 hs: en bafio de agua a una temperatura de 40° C.

(7) Después dé este tiempo el lisado se congela durante toda la noche & - 200 C,

(8) Se descongela el lisado a temperatura ambiente y se separa el agregado mucoso de la solucién

clara restante la cual se corre en electroforesis en gel de agarosa.,

Explicacibn del método

El método general, descrito anteriormente, para el aislamiento de ADN de plédsmido se basa en que
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més del 50% de éste se encuentra en la bacteria como una doble hélice circular y covalentemente cerrada.

Esta forma es més resistente a la accién del alcali que el ADN cromasémico lo que permite denatu
rar este Giltimo sin afectar irreversiblemente al primero; a un pH de 12-13, Posteriormente las muestras se
neutralizan, el ADN cromasémico al renaturar forma grandes agregados ( a las concentraciones utilizadas)
que constituyen un pseudoprecipitado gelatinoso, por razones no entendidas, dejando una solucibn clara
que contiene el ADN circular y cerrado del pldsmido. Esta solucién es analizada posteriormente por elec-
troferesis en geles de agarosa para separar el ADN del "detritus” celular y los pldsmidos mismos en el
caso de que existan dos o més de distinto peso molecular. Los geles se tratan con bromuro de etidio que
permite detectar hasta 20 mg de ADN

Electroforesis en geles de agarosa

(1) Preparar agarosa 0.08% en amortiguador TEA y fundirla en bafio de agua hirviendo,

(2) Geles de 9 cm de longitud fueron preparados en tubos de vidrio de 11 x 0.5 cm con el extremo iﬁfe
rior envuelto en papel Parafilm-M, Es importante que la superficie en que se coloca la muestra sea
uniforme, lo cual se logra después de seccionar el gel con una hoja de bisturf, Posteriormente se

substituye el papel Parafilm~M por un cuadro de gasa que se sujeta con un anillo de tubo latex del

didmetro apropiado.



(3)

(5)
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Se colocan los tubos en una cédmara de electroforesis, de tal manera que el extremo superior del
gel sea aquel de borde liso, y se llena con amortiguador TEA,

A la muestra de solucidn clara, resultante del lisado celular, se le agregan unas gotas de bromo
fenol en glicerol (0.1 ml de una solucidén saturada de bromofenol en agua por cada 5 ml de glice -
rol) de manera que adquiera un color azul oscuro.

De la mezcla anterior se colocan 50};1 por gel y se ccrren & 40 Voltios durante 4-5 horas (tiempo
aproximado en que sale el colorante del gel).

Los geles se retiran y se tifien individualmente en una solucién de bromuro de etidio a una concen
tracién fianl de l/(g/ml durante 30 min. a temperatura ambiente.

Posteriormente se analizan con luz ultravioleta y se fotograffan (en caso necesario) usando un fil
tro rojo y una pelicula Tri-X pan, blanco y negro de 400 asa; el tiempo de exposicién es de 10-15

segundos.
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REGE 8 Ul L'MTA D O S

I- Clasificacidédn de las cepas de Salmonella typhimurium

Clasifi_cacién por patrones de resistencia

El anélisis de sensibilidad a antibidticos de ciento seis cepas de Salmonella typhimurium permitid

la conformacién de catorce grupos en base a sus patrones de resistencia. El an4lisis de estos grupos se -
describe en la Tabla III, Es conveniente mencionar que esta clasificacién es arbitraria y no obedece a nin_
gln criterio taxondmico preestablecido.

Los patrones de resistencia encontrados fueron complejos y no permiten utilizarlos como un buen -
criterio de clasificacién de cepas bacterianas. Aproximadamente un tercio de éstas fueron resistentes a un
solo antibiético, mientras que el resto mostrd diwersas asociaciones. Una observacién interesante fue que
la resistencia a ampicilina, solo o asociada con otros antibi&icos, fue la m4s frecuente en cuanto al nﬁme_
ro de cepas aisladas. Por otro lado, la existencia de un ntimero importante de cepas multisensibles sugiere
que los marcadores de resistencia a antibiéticos no es una caracterfstica obligada en Salmonella typhimurium

BGsqueda de marcadores cromosbdmicos

Otro criterio de clasificacién consistié en la deteccidén de otros posibles marcadores genéticos que
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pudieran facilitar una correlacién filogenética entre las cepas de Salmonella typhimurium. Este tipo de -

an4lisis se basd en que, aproximadamente, el 90% de las cepas de Salmonella typhi aisladas en el mismo
hospital, entre 1973 y 1975, eran auxbtrofas ( Alfaro, comunicacién personal ).

Las cepas bacterianas fueron estudiadas en dos tipos de medio minimo: el primero adicionado ﬁnicg
mente con glucosa, y el otro con glucosa y casaminodcidos. Cualquier auxétrofo para aminodcidos deberfa
crecer en el segundo tipo de medio, mientras que las cepas protdtrofas deberfan crecer en los dos. Los re
sultados de estos experimentos mostraron que el 100% de las cepas eran protbétrofas. Obviamente, el hechp
de que carezcan de alglin requerimiento nutritivo no puede ser tomado como evidencia de una relacibén gené_
tica directa entre ellas.

I - Caractérfsticas genéticas y moleculares de los plédsmidos R estudiados

Criterios de seleccidn de las cepas de Salmonella typhimurium, Salmonella typhi y Shigella dysen-

teriae tipo 1
De las cepas de Salmanella typhimurium se seleccionaron aquellas representativas de los grupos I,
II y VIOI. La cepa del grupo I (B21) era importante para el aislamiento posterior de mutantes Nalfy Strf,

utilizadas en experimentos de conjugacién. El grupo II (B3) se escogid porque ampicilina es el antibibtico
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de eleccibn, después del cloranfenicol, en el tratamiento de fiebre tifoidea. El grupo VIII (B15) se eligid
por tener un patrdén de resistencia semejante al descrito como preponderante en la epidemia de fiebre tifoi
dea en México en 1972-73, vy en la epidemia de disenterfa bacilar que tuvo lugar en Centrodmerica duran -
te 1969 y 1970.

Dos cepas de Shigella dysenteriae tipo 1 (obtenidas del Dr. Leonardo Mata) aisladas en Guatemala

durante la epidemia, eran portadoras de un pldsmido R con un patrén similar al descrito para las cepas me
xicanas de Salmonella typhi. Estos pldsmidos R fueron transferidos a la cepa de Escherichia coli M 1456

para su uso posterior; las cepas originales se perdieron durante su almacenamiento.
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CLASIFICACION DE LAS CEPAS DE Salmonella typhimurium DE ACUERDO A SU

PATRON DE RESISTENCIA A ANTIBIQTICOS

GRUPO

I

II

oI

VI

VII

Vi

XII

XIOI

X1V

PATRON DE RESISTENCIA

multisensible

Ap

ApKm
ApKmSmTc
ApSmTc
ApCmKmSmTc
ApCmSmTc
CmSmTc
CmKmSmTc
Cef
ApCefCmSmTc
ApCefCmKmSmTc
Tc

Km

NUMERO DE CEPAS

25

11

38
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Ademés, se seleccionaron cepas de Salmonella typhi aisladas durante la epidemia en México con
un patrén de resistencia semejante al encontrado en las cepas de Salmonella typhimurium del grupo VIII,

y-en las cepas de Shigella dysenteriae tipo 1.

Demostracién indirecta de la existencia de pl4dsmidos R en Salmonella typhimurium

En este grupo de experimentos se utilizaron dos diferentes métodos: (a) transferencia de los marcado
res de resistencia del huésped original a la cepa de Escherichia coli K-12 JM 1456, y (b) el tratamiento
de estos derivados con i fampicina con objeto de detectar la inhibicién selectiva de posibles plésmidos,
estimado por la pérdida de marcas de resistencia.

El primer paso consistibé en construir derivados de JM 1456 resistentes a ampicilina o a cloranfenicol ,
como se describe en Materiales y Métodos. La seleccién fué para Apf 6 CmF, respectivamente, y el do -
nador fue contraseleccionado con &cido naldfxico. En el caso particular de los derivados Cm, este marca-
dor se encontrd consistentemente asociado con la resistencia a SmSpTc. La adquisicién de esta informa --
cibén, tanto en el caso de Cm como en el de Ap, fue estable después de varios ciclos de purificacién de la
cepa.

Los resultados obtenidos a partir de los experimentos de curacidn del derivado (CmSmSpTc)f de - -
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JM 1456 fueron los siguientes: en el primer paso el 1% de las colonias analizadas fue Tc®, pero retenfan

los otros marcadores de resistencia. Un tratamiento subsecuente con rifampicina permitié aislar, con una
frecuencia de 4%, colonias que habfan perdido todos los marcadores de resistencia. Los datos anteriores
sugieren que la resistencia a CmSmSpTc estd asociada con la presencia de uno & mé&s plédsmidos R,

Una situacién diferente se observd en el caso del derivado Ap® de JM 1456 ya que en varios expe-
rimentos de curacién no se pudo detectar la pérdida de este marcador. Para ello existen, al menos, dos ex~
plicaciones : (1) el método utilizado no es el indicado para demostrar la independencia cromosémica de la
marca de resistencia, o (b) la informacién genética de la resistencia estéd covalentemente unida al cromosoma
bacteriano.

Anélisis molecular de los plidsmidos en estudio

El anélisis de ADN de pldsmido por electroforesis en geles de agarosa permite demostrar en forma
concluyente su estado autbénomo y, ademds, tener un valor aproximado del peso molecular del mismo; ambos
puntos eran importantes en el desarrollo de este trabajo. Todos los experimentos se hicieron usando Escheri
chia coli K-12 como huésped de cada uno de los plésmidos y, ademé&s, se utilizd una cepa control sin elemen

to genético extracromosbémico.
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TABLA IV CURVA ESTANDAR CON PLASMIDOS CONOCIDOS

Plédsmidos Migracibn relativa Peso molecular (dal) Referencia
6

Flac 0.45 135 x 10 61

Col V2 0.53 94 x 10° 61

R1-19 0.55 65 x 10° 27

PCU504 0.62 50 x 10° 27

pSC101 1.40 5.8 x 10° 61

Col E1 2.0 4.2 x108 61
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TABLA V CARACTERISTICAS DE LOS PLASMIDOS R DE SALMONELLA TYPHI,SAL-

MONELLA TYPHIMURIUM Y SHIGELLA DYSENTERIAE TIPO 1 EN ESCHERICHIA COLI

K=12 .
Plédsmido Fenotipo @ Migracidn relativa Peso molecular aprox.
(dal)
pCU1 CmSmSpTcTra 0.43 135 x 10°
pCU251 CmSmSpTcTra 0.45 135 x 106
pCu253 Tc S MR BT e i
pCU252 ApTra 0.80 20 x 106
pCU401 CmSmSpTcTra 0.54 65 x 10°
pCu403 TcS e - .- SRS .
pCU404 CmS SmSgpS - s T o
pCU402 CmSmSpTcTra 0.54 65 x 10°
pCU405 TcS - R S,

a) De acuerdo a la nomenclatura propuesta por Novick et. al. (1976)(7)

b) No hecho
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FIGURA 1: Electroforesis en geles de agarosa 3l 0.8%. En todos los geles la migracién fue de la parte su-
perior (polo negativo) a la parte inferior (polo positivo). De izquierda a derecha los geles corresponden a

cepas portadoras de pCU504, Col V2, Col E1. pSC101, R1-19 6 Flac . El Gltimo gel es la cepa control sin
plasmido.
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FIGURA 2: Migracibén relativa de
ADN circular en geles de agarosa al 0.8%
de pl&dsmidos de peso molecular conocido
y de aquellos utilizados en este trabajo
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FIGURA 3: Electroforesis en geles de agarosa al 0.8%. En todos los geles la migracién fue de la parte
superior (polo negativo) a la parte infer-or (polo positivo) . De izquierda a derecha los geles correspon
den a cepas portadoras de oCU_, rCU251, pCU252, pCU401 6 pCU402. El Gltimo gel es la cepa con -
trol sin pldsmido.,
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En la primera etapa de este an8lisis se elabord una curva esténdar con pldsmidos conocidos, y se
construyd una gréfica de peso molecular vs. migracibén relativa. Los resultados de estos experimentos se -
presentan en la Tabla IV y en las Figuras 1 y3 . La migracidn relativa se expresa en centimetros y es el co-
ciente entre la distancia que recorre la banda de ADN del plismido y la banda de ADN cromosdmico; ésta Gl
tima resulta ser un buen marcador interno puesto que es homogénea en todos los geles analizados. Sin em -
bargo, tiene la desventaja de enmascarar bandas de ADN con una migracibén similar,

Una vez construfda la curva esténdar, las cepas de Escherichia coli K~12 portadoras de los plésmi -
dos en estudio fueron investigadas usando el mismo método. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla
V y en las Figuras 2 y 3. Los valores se consideran aproximados porque la resolucién del gel es limitante para
pesos moleculares elevados.

Los datos sugieren que los plédsmidos identificados en Salmonella typhi y en Salmonella typhimurium

del grupo VIII tienen un peso molecular similar, ademé&s de conferir el mismo patrdén de resistencia (CmSmSpTc).

Los pl&smidos provenientes de Shigella dysenteriae tipo 1 tienen un peso molecular distinto a los anteriores,

pero semejante entre ellos. Estos experimentos permitieron, ademés, demostrar que la resistencia a ampicili-

na en la cepa de Salmonella typhimurium grupo II estaba asociada con la presencia de un plédsmido.
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En base a estos resultados, se puede concluir que los patrones de resistencia identificados estén
determinados por plédsmidos R. Una vez confirmado esto, los derivados homogénicos obtenidos anteriormen-
te, por tratamiento con rifampicina, fueron designados también con un nGimero de sefie y se describen deta -
lladamente en la Tabla V. Es conveniente mencionar que no se hicieron geleslde los derivados homogénicos
construidos in vitro porque en la cepa parental solo se observd una banda de plésmido; esto sugiere que el
cambio en el patrén de resistencia sea consecuencia de una delesién que abarque uno o més genes de resis-
tencia pero no involucra genes de transferencia ni propiedades de incompatibilidad ( ver m&s adelante).

Eficiencia de transferencia

Los plésmidos pCU251, pCU252, pCU401 y pCU402 son capaces de promover conjugacibén bacteria-
na. Esto fue demostrado en cruzas bacterianas no cuantitativas hechas al construir derivados de JM 1456.

Los experimentos que se describen a continuacién estdn basados en la determinacién més precisa
de la eficiencia de transferencia de cada uno de ellos., Ademés, esta determinacibén fue investigada utili zan-
do diferentes huéspedes bacterianos con objeto de detectar posibles variaciones en su capacidad donadora,
que pudiera revelar datos de interés epidemioldgico. En todos los casos se llevaron a cabo los experimentos

de conjugacibén bacteriana de acuerdo a Materiales y Métodos.



TABLA VI

FRECUENCIA DE TRANSFERENCIA DE PLASMIDOS R EN DIFERENTES HUESPEDES

BACTERIANOS A 30°C y 37°C

' RECIPIEN TE

D ONADOR EGE % TRANSFERENCIA
300 C 37°C
Escherichia coli K-12 pCU1 Escherichia coli K-12 3x10 ~1 £1x107°
Salmonella typhi & Salmonella typhi 3x10 -1 £ 1x10 =6
Salmonella typhimurium I Salmonella typhimurium 2x10 ~1 3x10-6
Escherichia coli K-12 pCU251 Escherichia coli K-12 2.0 3 £ 1x10 '2
Salmonella typhi % Salmonella typhi 2x10 2x10°
Salmonella typhimurium 2 Salmonella typhimurium 8x10 =3 3x10 ~°
Escherichia coli K-12 pCU252 Escherichia coli K-12 9x10 ~4 3x10 =3
Salmonella typhi g Salmonella typhi 1x10 =3 1x10 4
Salmonella typhimurium " Salmonella typhimurium 2x10 ™4 3x10 -3
Escherichia coli K-12 pCU401 Escherichia coli K-12 £ 1x10 -4 4x10 -4
Salmonella typhi t Salmonella typhi £ 3x10° £2x107°
Escherichia coli K-12 pCU402 Escherichia coli K-12 £ 1x10 ~4 3x10 ~4
Salmonella typhi z Salmonella typhi £ 2x107° £2x10 .
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La Tabla VI muestra la eficiencia de transferencia de pCU1l, pCU251, pCU252, pCU401 y pCU402
en conjugaciones intergenéricas a diferente temperatura de incubacién. Es interesante el hecho de que pCU1
y pCU251 sblo transfirieron en forma eficiente cuando la temperatura de incubacién fué de 30° C durante -
todo el experimento. Este efecto es independiente del huésped utilizado, lo cual lo hace altamente sugesti-
vo de que el pldsmido, y no el cromosoma bacteriano, sea el responsable. No se puede explicar como debi
do a una incapacidad del pldsmido para duplicarse & 37° C, puesto que la progenie resultante de cultivar -
células donadoras, por varias generaciones a esta temperatura, continua siendo R " . En los otros plésmi -
dos analizados (pCU252, pCU401 y pCU402) no se observa este efecto de la temperatura sobre la eficiencia
de transferencia.

Asociando los datos obtenidos en electroforesis en gel de agarosa y en estos experimentos de con
jugacién, se sugiere que pCUl y pCU251 estén genéticamente relacionados. Por el contrario, pCU252,pCU401
y pCU402 aparentemente pertenecen a otros grupos de pds midos.

Experimentos de complementacidn

Con objeto de determinar si el efecto observado & 379 C , en pCUl y pCU251, podfa ser corregi
do por otros sistemas de transferencia, como los caracterfsticos de ColVB y de Collbdrd, cepas portadoras

de uno de los plésmidos problema y uno de los plésmidos conocidos fueron construidas de acuerdo a Mate-
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riales y Métodos. Cepas dobles de este tipo fueron estables después de varios ciclos de purificacién, y
en ninguno de los casos se observd inhibicién del sistema de transferencia (estimado por sensibilidad a
bacteriéfagos especfificos de donador) de ColVB o de Collbdrd.

En este tipo de experimentos los transconjugantes se seleccionaron para el pldsmido problema,
la cotransferencia o transferencia del pldsmido coexistente no fue investigada. Los resultados se muestran
en la Tabla VII. Se puede observar que ain cuando la eficiencia de transferencia mejordé notablemente &4 -
370C, no se alcanzaron los valores obtenidos & 300 C para el plédsmido problema solo. Ademé&s, la cifras
resultantes fueron muy similares independientemente de los plésmidos utilizados y, por lo tanto, no permi

ten una correlacidén con alguno de los sistemas de transferencia.



TABTLAVII

D ONADOR

EGE

RECIPIENTE
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EXPERIMENTOS DE COMPLEMENTACION-

% TRANSFERENCIA 379C

Escherichia coli K-12
Escherichia coli K-12
Escherichia coli K-12

Escherichia (ili K-12

pCU1/Col VB
pCU1/Col Ibdrd
pCU251/Col VB

pCU251/Col Ibdrd

Escherichia coli K-12
Escherichia coli K-12
Escherichia coli K-12

Escherichia coli K-12

2x10" 4
2 x10-4
1 x10-3

2 x10 -3
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Incompatibilidad

Estos experimentos se llevaron a cabo utilizando cepas de Escherichia coli K=12 : JC 3272 como

huésped, y JM 1456 como donador.
Incompatibilidad con pldsmidos del grupo H: en un primer grupo de experimentos los derivados
construidos in vitro pCU253, pCU403 6 pCU405 (ver TABLA V para derivacién) se investigaron con pCU8 &

R27 en cruzas recfprocas. El raciocinio fue que los pldsmidos de Salmonella typhi son, predominantemente,

del grupo H (Alfaro, comunicacién personal) y R27 es un pldsmido testigo para este grupo.
Los resultados mostraron que finicamente pCU253 fue incompatible tanto con pCU8 como con R27.
Esto puede interpretarse como una evidencia adicional de que pCU1 y pCU251 estén fntimamente relaciona -

dos. Resultados semejantes que definen a los pldsmidos R de Salmonella typhimurium y de Shigella dysente-

riae tipo 1 como miembros de dos grupos de incompatibilidad diferentes, se obtuvieron con pCU404 y pCU253
puesto que estos plésmidos son compatibles. Los datos cbtenidos coinciden con observaciones previas (62).

Por Gltimo, se hicieron estudios de incompatibilidad entre los pldsmidos R de Shigella dysenteriae

tipo 1 utilizando para ello pCU404 y pCU405. Los resultados indican que ambos pldsmidos estén relacionados,

ya que fueron incompatibles.
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Otro plésmido en estudio fue pCU252, el cual no fue posible identificarlo en ningfin grupo de
incompatibilidad puesto que fue capaz de coexistir con todos los pladsmidos estudiados.
Es posible concluir que los plasmidos R, con un patrén de resistencia caracte rizado por

CmSmSpTc, identificados en cepas mexicanas de Salmonella est4 genéticamente relacionados.
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DISCUSION

La falta de estudios sisteméticos en el campo de la salud en México, dificulta tener un buen
estimado de la frecuencia de diversas enfermedades. Ademé&s, la multiplicidad de instituciones no permite
que la informacibén sea integrada y, en ocasiones, difiere considerablemente. Por esta razbn, en este tra -
bajo se ha pretendido contribuir a un plan general para el estudio de salmonelosis en nuestro pafs, en cola

boracién con el Centro Nacional de Referencia de Salmonella typhi por fagotipo ( Instituto de Investigacio -

nes Biomédicas, UNAM). La importancia de este estudio reside en que la salmonelosis en general produce

aproximadamente una tasa de mortalidad de 7.9 x 10 ° habitantes (63).

En una primera etapa se analizaron ciento seis cepas de Salmonella typhimurium con objeto de -

detectar sus patrones de resistencia. Los resultados de este analisis mostraron trece patrones de resisten-
cla caracterizados, cada uno de ellos, por diversas asociaciones de resistencia a antibibticos (TABLA 1I).
Cepas bacterianas resistentes a ampicilina, sola o asociada con la resistencia a otros antibibticos, se ig
laron con mayor frecuencia. Esto es importante ya que uno de los antibibéticos de eleccibén en el tratamiento
de la enfermedad es la ampicilina. De las cepas multiresistentes aquellas que mostraron resistencia a

CmSmSpTc (grupo VIII) fueron interesantes ya que una asociacién similar fue descrita para Salmonella typhi

durante y después de la epidemia que afectd la parte central del territorio mexicano.
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El nGimero limitado de cepas no permite determinar la frecuencia de salmonelosis por Salmonella
typhimurium, pero podrfa ser representativa de la frecuencia de cepas resistentes a antibibticos y de los
diversos patrones de resistencia que pudieran ser detectados en un estudio més prolongado. Llama la aten

cibn que, a diferencia de Salmonella typhi, las cepas de Salmonella typhimurium mostraron una mayor com

plejidad en cuanto a resistencia a antibidticos. (Alfaro, en preparacidn).

Otra diferencia importante con las cepas de Salmonella typhi estudiadas en este laboratorio (Al-

faro, en preparacién), fue que no se detectaron marcadores cromosdmicos que permitieran establecer una

relaciébn genética entre las distintas cepas de Salmonella typhimurium.

La posibilidad de que la resistencia a antibiéticos, er Salmonella typhimurium de los grupos II

y VIII, estuviera codificada por pldsmidos R se investigd por diversos métodos: curacidédn con rifampicina,
capacidad de promover conjugacidén bacteriana a Escherichia coli K=-12 v en base a sus caracterfsticas mo -
leculares en electroforesis en geles de agarosa.

Para el anélisis molecular de estas cepas se construyd, inicialmente, una curva esténdar con
plésmidos caracterizados previamente (TABLA IV). Los resultados de estos experimentos confirmaron la exis
tencia de un EGE en cada una de las cepas edudiadas, que fueron designados como pCU251 (grupo VIII) y

pCU252 (grupo II). Estos EGE no sblo difieren en la modificacién fenotfpica que confieren al huésped, sino
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también en sus pesos moleculares (TABILA V). Otra diferencia detectada entre estos plasmidos fue la inca
pacidad para inhibir la duplicacién de pCU252 con rifampicing; sin embargo, su independencia del cromo
soma quedo demostrada por electroforesis en ge.les de agarosa.

Con objeto de establecer la existencia de una posible relacién genética entre pCU251 y otros
plasmidos, fenotipicamente indistinguiklss, tales como pCU 1 (Salmonella typhi)y pCU401 & pCU402

(Shigella dysenteriae tipo 1) estos EGE se estudiaron comparativamente usando los siguientes criterios :

anélisis cuantitativo de la eficiencia de transferencia a diferentes temperaturas, en base a sus caracteris
ticas de incompatibilidad y molecularmente. Esto era importante ya que epidemias de disenterfa bacilar o
fiebre tifoidea causadas por bacterias multiresistentes han sido descritas en afios recientes (1, 2, 3, 4,
5,v6).

Este tipo de estudio mostrd que tanto pCU 1 como pCU251 son diferentes de pCU401 y pCU402 .
Los datos coinciden con observaciones previas (62, 64) que sugirieron, ademés, que no habfa una correla
cidn entre las epidemias descritas en Centroamérica y en México. Por otro lado pCU1l y pCU251 son prac-
ticamente indistinguibles de acuerdo a los criterios utilizados: los dos tienen un peso molecular elevado
(> 100 Mdal), pertenecen al grupo de incompatibilidad H y son ts para transferencia. Un resumen de los
datos obtenidos en estos experimentos se presenta en la TABLA VIII. Es conveniente mencionar, que plasmi

dos R con caracteristicas similares han sido descritos en el sureste de Asia (65,66). No existe, a la fecha,
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ninguna explicacién satisfactoria para la extensa distribucién geogréfica de estos plésmidos.

Estudios de complementacién de pCU1 y pCU251 no permitieron relacionar estos pl'ésmtdos R
con otros EGE bien caracterizados. En todos los casos, el nivel de transferencia fue menor que el obteni
do 4 300C, aunque superan el obtenido &4 37°C con cepas portadoras inicamente del pldsmido problema
(TABLA VII) . Estos resultados sugieren que (a) pCUl 6 pCU251 no intercambian productos con el pldsmido
coexistente y, (b) el incremento en la eficiencia de transferencia podrfa ser debido a recombinacién entre
los plésmidos o a movilizacién de pPCU1 6 pCU251 por el pldsmido coexistente .

Otro plésmido en estudio fue pCU2 52, el cual fue seleccionado por conferir resistencia a ampi=-
cilina, En ninguno de los experimentos, en que fue utilizado, se encontrd una relacién con pCU1 6 pCU251,
pCU401 6 pCU402, por lo tanto, es posible sugerir que se trata de un EGE diferente.

Es posible concluir, que la existencia de plédsmidos con un mismo patrén de resistencia no es
suficiente como criterio de clasificacién de EGE o para sugerir una posible interaccién entre epidemias.

Sin embargo, la semejanza entre pCUl y pCU251 puede ser interpretada como evidencia sugestiva de la di
seminacién de pldsmidos R entre la poblacién bacteriana, en la naturaleza y/o dentro de hospitales, ya que

ambos provienen de cepas aisladas de muestras clinicas.
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A B VIII
HUESPED ORIGINAL EGE PM (dal) TRANSFERENCIA INCOMPATIBILIDAD
Salmonella typhi pCU1 135 x 106 ts Grupo H
Salmonella typhimurium pCU251 135 x10 6 is Grupo H
Shigella dysenteriae tipo 1 pCU401 65 x 10 6 agreste N.D.
Shigella dysenteriae tipo 1 pCU402 65 x 10 6 agreste N.D.
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RESUMEN

Elementos genéticos extracromosdmicos identificados en distintos grupos de enterobacterias y
en diversas 4reas geogréficas fueron estudiados para establecer una posible relacién filogenética. Los -

pldsmidos R: pCU1 (Salmonella typhi), pCU251 (Salmonella typhimurium) y pCU401 6 pCU402 ( Shigella

dysenteriae tipo 1) confieren el mismo patrdén de resistencia a antibidticos (CmSmSpTc) y, por lo tanto, son
fenotfpicamente indistinguibles. Otros pl4dsmidos como pCU4 (Salmonella typhi) y pCU252 (Salmonella
typhimurium) codifican para la resistencia a tetraciclina y a ampicilina, respectivamente. El estudio gené
tico comparativo de estos pldsmidos fue disefiado con el objeto de obtener mayor informacién sobre cada
uno de ellos y, de esta manera, tratar de detectar un origen comidn. En todos los casos, cepas portadoras
de cada uno de los plédsmidos R fueron estudiados de acuerdo a los siguientes criterios :( a) experimentos
de curacidn, (b) caracterfsticas moleculares, (c) caracterfsticas de incompatibilidad y, (d) capacidad de

inhibir los sistemas de transferencia de plédsmidos conocidos.
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