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Resumen

Se piensa con frecuencia que la amplia distribud@hbacterias con resistencia a
antibioticos es el resultado del uso masivo desésh areas médicas y agricolas. Sin
embargo, los genes de resistencia a antibidtictZs1 gwesentes en bacterias que se
encuentran en zonas remotas, sugiriendo que ebraeabiente fue el escenario natural
para el origen y la evolucion de estos genes, giecdo incluso la era de los
antibioticos. El presente estudio brinda evideml@aransferencia horizontal de genes
de resistencia a antibidticos provenientes de hastambientales haci. coli k12.
Con este fin, se recolectaron muestras de aguael gie zonas pristinas de la
Amazonia ecuatoriana (provincias de Sucumbios, Naf@gellana) las cuales fueron
inoculadas en un medio de grano de trigo (WGM)gemwiehdo asi cultivos multi-
bacterianos mixtos. Se seleccionaron los cultivdga®s que contenian bacterias con
capacidad de transferir genes de resistencia di@idos y se aislaron las cepas
responsables de la transferencia de estos genadse\Meocho aislados bacterianos
provenientes del ambiente contenian genes deewesiata antibidticos, pero solo 10
fueron capaces de transferir sus genes medianfegamon. Las cepas aisladas se
identificaron mediante el secuenciamiento del 1B6®IA, después de lo cual se
determind que las cepas correspondian a los gébacterianoSerratig Pseudomona
Listonella y Aeromonas.Las bacterias ambientales fueron capaces de trainsfe
resistencia a ampicilina, tetraciclina, cloranfehictrimetroprin sulfametoxazol.
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Abstract

It is often thought that the wide distribution cddberial antibiotic resistance is
the result of widespread use of anti-microbial &ipgrin medical and agricultural fields.
However, antibiotic resistance genes are presebaateria from remote areas and it is
likely that the environment was the natural scenarfi the origin and evolution for
antibiotic genes and predates the antibiotic theeap. This study provides evidence of
horizontal transference of antibiotic resistanceegefrom environmental bacteriaEo
coli k12. Water and soil samples were collected frorstie areas of the Ecuadorian
Amazon (Sucumbios, Napo and Orellana) and inoall#tem into a wheat grain
medium (WGM) obtaining a multi-bacterial mixed culs. Mixed cultures containing
bacteria able to transfer antibiotic resistanceegemere selected, and bacterial isolates
responsible for antibiotic resistance transferemeee isolated. Twenty eight bacterial
environmental isolates contained antibiotic resistagenes but only 10 were able to
transfer the genes by conjugation. DNA sequendbefl6S rDNA gene indicated that
isolates belonged to the geneBarratia Pseudomonalistonella and Aeromonas
Environmental bacteria were able to transfer aipicitetracycline, chloramphenicol
and sulfamethoxazole trimetroprin resistance.
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1. Introduccién

Los antibidticos son producidos naturalmente poverdios organismos,
especialmente bacterias y hongos. En el siglo XXnhdeera accidental se descubri6 la
penicilina (producida por el hondenicillum) y desde este evento se empez6 a utilizar
para el tratamiento de ciertas infecciones en $aregmnos (Davison, 2000). De manera
similar fueron descubiertos otros antibioticos,acatho con diversas caracteristicas y

especificidades para determinado tipo de microesgam

Poco tiempo, luego de la introduccion de los adtibbs a la terapéutica,
aparecieron resistencias en algunas bacterias.shstitd el interés de la comunidad
cientifica, razon por la cual los estudios aceredadresistencia a antibiéticos en el
campo médico han sido cada vez mas frecuentegj®plo, cuando se empezé a usar
penicilina para el tratamiento de enfermedadesrgdas porStaphylococcus aureus
solo el 10% de los aislados eran resistentes ddi@into, sin embargo en la actualidad
se considera que este porcentaje ha aumentad@@t®aislados resistentes (Orman,

2006).

Es importante considerar también que la mayoriagiantibiéticos usados en la
actualidad tienen su origen en compuestos antitb@cts producidos por otros
microorganismos como armas para la proteccién dersitorio (Bennet, 2008). A lo
largo de millones de afos los microorganismos leandd que enfrentar el reto de
sobrevivir a la presencia de diversas sustanciasatgntan contra su supervivencia,

incluyendo a los antibioticos.
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1.1. Resistencia a antibiéticos en bacterias

Desde que inicio la era de los antibidticos la eeidn de la resistencia a
antibioticos por parte de los microorganismos kla simplia (al igual que el desarrollo
de nuevos agentes antimicrobianos). Nada se hdgabdicer para prevenir la aparicion
de nuevas resistencias, pues son eventos que m@lrazar y representan un aspecto
particular en la evolucion bacteriana. La ocurram® una resistencia depende en gran
medida de la ventaja selectiva que esta molécutsepte en el medio ambiente

(Courvalin, 2008).

1.1.1.Mecanismos de resistencia

La resistencia a un antibiotico en particular pusde natural o intrinseca
(inaccesibilidad al blanco, inactivacion de las ga® etc.), por mutaciones
(modificacion en del blanco, permeabilidad reduci@aiacion en las rutas metabdlicas,
etc.) o por genes que inactivan o modifican el daro por cambios en las rutas

metabolicas (LeJeune, 2003).

1.1.2.Evolucién de la resistencia

La evolucion de la resistencia a antibiéticos ennfocroorganismos asociados a
humanos depende del medio ambiente y de las costansociales, por lo cual se
requiere de una aproximacion epidemiologica. Ldsidéss relacionados no solo se

realizan tomando en cuenta la transmisién de gedeegesistencia a antibidticos a
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bacterias patdgenas entre humanos, sino analizadds las rutas posibles, entre estas
las ambientales. El enfoque de los estudios devtdu&dn de la resistencia a

antibioticos deberia dirigirse a las fuentes deefastencia (humanos, animales, plantas
y medio ambiente), los factores que influyen entrémsferencia de resistencias y

finalmente al costo bioldgico de la adquisicidrrelgstencia a antibioticos.

La gran mayoria de los antibioticos que se utilizanla actualidad para el
tratamiento de infecciones y los genes de resisteadquiridos por patdégenos de los
seres humanos podrian tener un origen ambientall§@at, 2001). Los cambios que
se dan en los ecosistemas, pueden desencadenal emmento de agentes
antimicrobianos y la alteracion de la dinamica potdnal de los microorganismos,
llevando asi a un aumento en el aparecimiento gascéacterianas que presenten

resistencias a diversos antibiéticos (Martinez 8200

1.1.3.Genes de resistencia

Existen diversos genes de resistencia a distinbbiid@ticos, entre los mas
estudiados son los relacionados con los antib®tioeta lactamicos. Es interesante
analizar el ejemplo de los genes TEM-1 (pertenégeupo de genes blaTEM), puesto
gue estos han evolucionado hasta producir 90 thistigenes descendientes (Molina,
2003), lo cual permite que las bacterias portadsesm resistentes a un rango mas
amplio de beta lactamicos, que aquellas que postigen ancestral. Esto es lo que ha
guiado basicamente al modelo clasico de que losggde resistencia a antibibticos
tienen el potencial de evolucionar al mismo ritmlocaal lo hace una empresa
farmacéutica. El problema que existe con esto edagidatos respecto a la rapidez en
la cual los genes evolucionan en presencia de amonantibidtico son escasos (Hall,

2004).
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Solo existen 2 posibilidades para el aparecimiedéo nuevos genes de
resistencia: las modificaciones de un gen de m®is ya existente y la presencia de
genes de resistencia cripticos, los cuales no idandetectados en los genomas de los
microorganismos. Se suele pensar que los gene®digtencia a antibidticos han
evolucionado recientemente en respuesta al usorfmdeantibioticos, pero este no es
el caso. Andlisis filogenéticos indican que losegede resistencia evolucionaron hace
millones de afos, y estos han estado presentelagmigos y se han movido entre las

bacterias por muchos millones de afios (Barlow, 2002

1.1.4.Condiciones ambientales para la transferencia de ges de

resistencia

La transferencia de genes de resistencia a amtiotocurre en diversos
ambientes. Existen ciertos estudios en los cualémgratado de identificar “hot spots”
de conjugacion sin embargo en la mayoria de estasossidera a las bacterias del
ambiente como receptoras, mas no como donadomaso cwmal el seguimiento del gen
de importancia se hace mucho mas sencillo. Losli®fson considerados “hot spots”
para procesos de conjugacion, sin embargo existemas factores que se deben tomar
en cuenta para los procesos de conjugacion en breai® natural, los cuales varian

entre factores geofisicos, humedad, temperaturaeptre otros (Sorensen, 2005).

Andlisis comparativos entre bacterias y arqueagesen que una fraccion
significativa de los genes de los organismos protza han estado sujetos al proceso de
transferencia horizontal. En algunos casos, estammmo incluso se constituye en el
generador de un estilo de vida para determinadooornganismo. La fijacion y la larga
persistencia de genes transferidos horizontalmel#geende que de las ventajas

selectivas que estos genes proveen al receptoodenismos. En base a analisis
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filogenéticos se puede establecer la prevalencigedlerminados genomas (Koonin,

2001).

La emergencia de la resistencia a antibioticogestavorecida por la facilidad
con la que los determinantes de resistencia y kastebas resistentes pueden
diseminarse por cambios a nivel social, tecnoléggcanicrobiologico, los cuales
influyen en el ambiente. El aumento de la poblacesistente se ve a su vez favorecido
por la presion selectiva aplicada por la presedeiantibiéticos, asi como de metales y

agentes biocidas. (Okeke, 1999)

1.2. Cambios genéticos en bacterias

Los cambios genéticos que se pueden transferingg@ncia entre las bacterias
se dan por dos mecanismos principales: el primerelaciona con las mutaciones en el
ADN codificante de moléculas diana y el segundoegiere a la adquisicion de nuevo
material genético (Avison, 2005). Los métodos psrduales se da la transferencia de
material genético entre microorganismos son tremnsformacion, transduccion y

conjugacion.

1.2.1. Métodos de transferencia horizontal de mat&l genético

La transformacion bacteriana se la entiende comelgoceso en el cual ADN
libre ingresa a la célula del microorganismo; alpsemicroorganismos capaces de
transformarse son conocidos como competentes. tRodamlo, la transduccién es un
proceso que se lleva a cabo mediante un bacteoidBdgcual puede movilizar
secuencias de ADN de la célula anfitriona hacia.oFinalmente, el proceso de

conjugacion se lleva a cabo por plasmidos que icadiftodo un mecanismo que
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incluye un tubo de emparejamiento conocido comp piha membrana y una bomba de
ADN mediante la cual una cadena de ADN se trasfémicroorganismo receptor en

donde se sintetizara la cadena complementaria (Susn2006).

1.2.1.1. Elementos genéticos moviles

Existen varias estructuras que utilizan los miggaarsmos para transferir
material genético, en este caso genes de resstanan antibidtico. Los genes de
resistencia pueden ser transferidos entre bactpaesnecientes a diferentes grupos
filogenético mediante elementos mdviles tales cdracteriéfagos, plasmidos, ADN
desnudo, mediante transposones o por casettequarf parte de integrones (Levy,

2004).

Los casettes genéticos constituyen un grupo divdesgequefios elementos
moviles que usualmente contienen s6lo un marcoedturb abierta completo sin
promotor y presentan un sitio de recombinacién dfipe. Estos casettes pueden
codificar multiples resistencias a antibidticos.nislel de resistencia a un determinado
antibiotico, codificado por un casette genéticaatastencia, depende de su posicidén en
el integrén (estructuras genéticas maoviles con adpd de integrar la informacién de
uno o varios genes de resistencia a antimicrobiandscilitan la diseminacion

horizontal de la resistencia) (Gonzales, 2004).

1.2.1.1.1Plasmidos
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Los plasmidos bacterianos son aquellos elementesngqueven varios genes
desde una célula bacteriana hacia otra y constilngede los principales mecanismos
de transferencia horizontal de genes (plasmidogugativos). Los plasmidos pueden
portar una gran cantidad de genes que confierensaotganismos resistencia a
antibioticos, resistencia a compuestos toxicostaano metales pesados, factores de
virulencia, enzimas que confieren la capacidadeganacion del ADN o que amplien el

rango de alimentacion (Stanisich, 1988).

Los plasmidos presentan forma circular o linealuytamafio puede variar
ampliamente, sin embargo, en general aquellos gofecen resistencia a antibioticos
no superan los 10 kb de tamafio, sin embargo cuahdiasmido incluye el material
genético necesario para que se lleve a cabo lagacipn el tamafio puede llegar a los
30 Kb. Los plasmidos conjugativos estan ampliamelifiendidos en bacterias gram

negativas (Wilkins, 1995).

1.3. Bacterias ambientales con genes de resistenciardibioticos

Hasta la fecha la mayoria de estudios de patromessistencia se han enfocado en
poblaciones de bacterias patdgenas, sin embarga a&goconoce que las bacterias
comensales también son reservorios comunes de demesistencia a antibioticos. Por
esta razon la informacion derivada de los estudosbacterias patdgenas no es
representativa para la totalidad de bacteriasofsi2002)

El estudio de bacterias en ecosistemas naturalesuggelevante, y una serie de
estudios alrededor del mundo se han llevado a cabola finalidad de identificar
reservorios ambientales que posean bacterias ceeren genes de resistencia a
antibioticos. La presion ejercida por estos miaqgaoismos podria llevar a la dispersion

de genes de resistencia a antibidticos mediangenpdiés y transposones, los cuales no
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solo contienen determinantes de resistencia a iéitis, sino también otros
determinantes tales como los que confieren resistendeterminados metales pesados.
Adicionalmente, en el ambiente existen una seriebdeterias que no han sido
cultivadas, por lo cual la mayor parte de genes relgistencia a antibioticos
caracterizados provienen de bacterias cultivalllasmayor parte de estudios previos
han ignorado el gran potencial de bacterias navedlhs como reservorio de genes de
resistencia a antibioticos. (Bittencourt, 2007)

En un estudio realizado por Mckeon 1995, se determue una de las familias
bacterianas en muestras de agua fresca y suelgranrcantidad de microorganismos
que presentan genes de resistencia a antibiotecés EEnterobacteriaceae, tomando en
cuenta la facilidad que se presenta para el culliedas mismas en condiciones de
laboratorio. Entre los géneros mas importantesespondiente a esta familia de
bacterias se encuentran las siguienkdsbsiella Proteus Enterobacter Morganella
and Serratia En estas bacterias se encontr6 que un 93% daidtelos presento
resistencia a al menos un antibidtico, mientrasejuél % de ellos presentaba multi —
resistencias (McKeon, 1995).

En el presente estudio se investigo la capaciddasdeacterias ambientales aisladas
en zonas remotas para transferir genes de resatanantibidticos a. coli k12
mediante transferencia horizontal de genes. Coa fstse recolectaron muestras
ambientales de agua y suelo en la Amazonia ecaa#olas cuales fueron sembradas en
un medio empobrecido en nutrientes, con lo cual obtuvo cultivos mixtos
correspondientes a las muestras recolectadas.e8#fichron los cultivos mixtos que
poseian bacterias con la capacidad de transfesir genes de interés mediante
conjugacion. Finalmente, se aislaron las cepashants ambientales que transfirieron

genes de resistencia a antibidticos h&ciaoli k12 logrando asi evidenciar la presencia
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de genes de resistencia a antibioticos con actvela contra de la ampicilina, la

tetraciclina, cloranfenicol, entre otros.

2. Objetivos

2.1. Objetivo general

Investigar la capacidad de las bacterias ambientplra transferir genes de

resistencia a antibioticosesscherichia colmediante conjugacion bacteriana.

2.2. Obijetivos especificos

Aislar bacterias ambientales resistentes a antb®tde localidades

remotas.

* Realizar conjugacion bacteriana entre las cepaseatales aisladas
y la cepa dé&. coli k12 mutesistente a acido nalidixico.

« Captura de genes de resistencia a antibiéticos.

* Identificacion de los microorganismos donantes amEdi la
secuenciacion del rDNA16s de cada cepa ambierghbpalisis de

los genes de resistencia a antibioticos transferido

3. Justificacion

La resistencia bacteriana a los antibioticos eséztdmente ligada al incremento en
las tasas de mortalidad y morbilidad ademas del eaton en los costos de
hospitalizacion en pacientes con infecciones ddelias resistentes a antibidticos
cuando se compara con infecciones similares queosasionadas por bacterias no
resistentes a antibidticos (Gérvas, 2000). Tomamcuenta lo antes mencionado se

han realizado gran cantidad de estudios sobrdersia a antibiéticos relacionados con



XX

muestras clinicas, sin embargo no se ha considdeaduoportancia de las bacterias
ambientales como fuente de nuevos genes de ressteantibidticos.

El impacto de los seres humanos en los ecosistemaada vez mas amplio. Las
zonas hoy consideradas remotas o pristinas en diameeo largo plazo ya no lo seran,
y las bacterias de estas zonas estaran en estet@tian con aquellas bacterias que hoy
son de importancia para los humanos, por lo cusé laaria mas factible la transferencia
de genes provenientes de bacterias ambientalesej@mplo, genes de resistencia a
antibioticos). Desde este punto de vista el interé$éa comprension de la estructura y
evolucion de los genes de resistencia a antib®tieolas bacterias ambientales, ademas
del papel del medio ambiente en la generacién égasugenes gana importancia pues
permite elucidar hacia donde deberian enfocarsestiorzos para las investigaciones y
estudios actuales.

Por ésta razon el fin del presente estudio fuetrthinar la posibilidad real de que
una bacteria que se encuentre en una zona remoambente sea capaz de transferir
genes de resistencia a antibioticos hacia otrosomriganismos, tales contt coli k12,
la cual funciona como un modelo para estudios agugacion bacteriana. Para lo cual
fue necesario en primer lugar el aislar bacteriabi@ntales que posean genes de
resistencia a antibidticos comercialmente conociydpeobar su capacidad de transferir
estos genes. Mediante este procedimiento se inexdé@nciar la presencia de nuevos
genes de resistencia a antibioticos en bacteridseatales, abriendo asi la posibilidad
de estudiar el origen evolutivo de estos, la infti@ del ambiente en la generacion de

los mismos y su funcién como reservorio de nuegsistencias.

4. Area de estudio



XXi
El presente estudio se llevo a cabo durante los &@®8 y 2009 en el
Laboratorio de Biologia Molecular y Microbiologia th Universidad San Francisco de
Quito, financiado por el Instituto de Microbiologta su totalidadLas muestras fueron

tomadas de zonas pristinas pertenecientes a Jipiavidel Ecuador (Sucumbios, Napo

y Orellana).

5. Materiales y Metodologia
5.1. Materiales
5.1.1.Bacterias

— Cepa deescherichia colk12 mut resistente a acido nalidixico

— Cepa deescherichia colk12 mut resistente a rifampicina

— Bacterias ambientales recolectadas (muestras @eyagjuelo) en las provincias
de Napo, Pastaza y Sucumbios (Ecuador)

5.1.2.Medios

— Agar nutritivo: Bacto Agar (Difco Laboratorios, Deit, MI, USA), Triptic Soy
Broth (TSB) (Difco Laboratorios, Detroit, MI, USA)

— Mueller Hinton (Laboratorios Merck)

— Tubos con medio de grano de trigo (WGM) (modificacilel medio descrito
por Sainos 2006)

— Caldo nutritivo: Triptic Soy Broth (Difco Laboratos, Detroit, MIl, USA)

- Antibioticos para medios: Ampicilina (Griinenthagido Nalidixico,
Tetraciclina (Gruinenthal), Kanamicina, Rifampic{iMK)

— Agar (Difco Laboratorios, Detroit, MI, USA)

— Caldo cerebro — corazon BHI (Laboratorios Merck)

- WGM: 5 gramos de tierra, 8 ml de agua destilada grano de trigo.
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5.1.3.Conjugaciones

Frascos de 500 ml

Incubadora Heraeus electronic (Latirenco)

Cajas petri

Discos de antibioticos: ampicilina, tetraciclindpramfenicol, eritromicina,
gentamicina, trimetroprin sulfametoxazol y ciprafgina (Becton Dickinson,
Sparks, USA)

Glicerol

Tubos crioconservacion

5.1.4.Kit de PCR

Buffer de PCR (Invitrogen) (20 mM Tris-HCI; 50 mMX)
MgCl; (Invitrogen)

dNTP’s (Invitrogen)

Tag Polimerasa (Invitrogen)

Agua para PCR

5.1.5.Extraccion de ADN

PBS 1X

Solucion CTAB (CTAB 2 % , NaCl 1.4 M, EDTA 20 mM p8& HCI 100 mM
pH 8)

Cloroformo : Alcohol isoamilico (24:1).

Acetato de sodio 3M, pH 5

Etanol 100 % helado.

Etanol 70 %.

Buffer TE estéril (10 mM Tris-HCI, pH 8, 0.1 mM EBJ
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— Agua libre de DNAsas.
5.1.6.Precipitacion de ADN
- Acetato de sodio 3M
— Alcohol etilico al 100 % helado
— Alcohol etilico al 80 %

5.1.7.Primers

16sV3 f 5'-CCTACGGGAGGCAGCAG-3

- 16sV3r 5-ATTACCGCGGTGCTGG-3'
- TEMF 5'-TCGGGGAAATGTGCGCG-3
- TEMR S-TGCTTAATCAGTGAGGCACC-3’

5.1.8.1dentificacion de bacterias

— Tincion gram: microscopio, asa metalica, portaasjetristal violeta, solucion
de yodo, solucién alcohol acetona, safranina y agua

— Prueba oxidasa: palillos estériles, tiras comessighra prueba de oxidasa

— Prueba catalasa: palillos estériles, portaobjeipsa oxigenada.

— Baterias API: solucién salina, aceite, reactivosapavelacion de pruebas,
bateria comercial API 20E.

- Discos de antibidticos: ampicilina, tetraciclindpramfenicol, eritromicina,
gentamicina, trimetroprin sulfametoxazol y cipraf@ina (Becton Dickinson,
Sparks, USA)

5.2. Metodologia

5.2.1.Recoleccion de muestras

Se recolectaron muestras de agua y tierra en stioslonde no se habia

identificado contacto continuo con humanos o prtdabntaminacion con antibidticos
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comerciales. Los sitios seleccionados para la eecan de las muestras fueron los
siguientes: Provincia de Napo (Saladero y Tena)yiRtia de Sucumbios (Aguas

Negras y Lago Agrio) y Provincia de Orellana (Tipyt(Ver Figura 1).

En cada uno de los sitios se recolectaron las masestilizando materiales
estériles. Las muestras se mantuvieron a temparaonbiente en el recipiente de
recoleccion y fueron llevadas al laboratorio enpaniodo inferior a 12 horas para

proceder al enriquecimiento en medio de cultivo.

5.2.2.Tamizaje de poblaciones bacterianas con genes desigtencia a
antibioticos

Se tomo 2 gramos de cada muestra de suelo o 1 calddemuestra de agua, se
coloco en un tubo que contenia 8ml de WGM y sevéult temperatura ambiente entre
2 a 3 semanas en presencia de luz blanca. Caddeulad muestras de agua y suelo
sembradas en medio WGM se las llamo cultivos mixtos poseer una mezcla de
bacterias ambientales. Un mililitro del cultivo naxen medio WGM fue colocado en
un tubo que contuvo 4 ml dmaldo BHI y se incubd por 24 horas a 37°C. Para la
conjugacion se afadio al tubo del cultivo mixto Biil) un volumen similar de caldo
BHI en el que se cultivé (24horas a 37°C) la cegmeptoraE. coli k12 resistente a
acido nalidixico (K12RAN). Finalmente se tomo 108el caldo de conjugacion y se lo
extendio en dos tipos de medios: 1) placas agaitimo con acido nalidixico (15
ug/ml) y ampicilina (50 ug/ml) y 2) agar nutritivawn acido nalidixico (15 ug/ml) y

tetraciclina (12 ug/ml).

Aquellos cultivos mixtos a partir de los cuales @®uvo crecimiento de

transconjugados en los medios 1) y 2) descritoggrente fueron seleccionados para
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ser utilizados en la etapa siguiente del proceditaipor poseer bacterias ambientales

capaces de transferir genes de resistencia a@itils.

Adicionalmente, todas las colonias que crecierofoemmedios con antibiéticos
identificadas comoE. coli fueron seleccionadas, cultivadas y almacenadas en

congelacion para ser analizadas posteriormente.

5.2.3.ldentificacion de bacterias donadoras

Aquellos cultivos mixtos en WGM que demostraronetebacterias donadoras
de genes de resistencia a antibioticos segun gmied 5.2.2. fueron extendidas en dos
tipos de placas petri que contuvieron ampicilid@ ¢g/ml) o tetraciclina (12 ug/ml).
Cada colonia aislada fue sembrada en un tubo gutenap 4 ml de caldo BHI y se
incubo por 24 horas a 37°C. Para la conjugacicemisa€io al tubo del cultivo mixto (en
BHI) un volumen similar de caldo BHI en el que s#tied (24horas a 37°C) la cepa
receptorak. coli KI2ZRAN. Se tom¢ 100utle cada caldo de conjugacion y se lo
extendio en dos tipos de medios: 1) placas ag@itimo con acido nalidixico (15
ug/ml) y ampicilina (50 ug/ml) y 2) agar nutritivamn acido nalidixico (15 ug/ml) y

tetraciclina (12 ug/ml).

La capacidad de cada bacteria aislada para trangBnes de resistencia a
antibioticos se determiné por el crecimiento o edrdnsconjugados en los medios 1) o
2) indicados previamente. Las colonias bacteriaesistentes a antibioticos y capaces
de transferir genes fueron cultivadas individualtegrara su identificacion y sometidas
a congelacion. La identificacion bioquimica se imamediante diversas pruebas (ver

Anexo 1).
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Para la identificacion genética se extrajo ADNizgndo CTAB (Anexo 2) de
cada cepa ambiental con capacidad de transfergsgda resistencia a antibioticos.
Posteriormente se amplificO para cada muestra d& AD segmento 16S rDNA
(tamarfio aproximado de 200 pares de bases) quesponde a la posicion 341 — 534 en
E. coli (Muyzer, 1993), mediante PCR (polymerase chain ti@gc utilizando los
primers 16SV3f y 16SV3r. Las condiciones prograrsagia el termociclador para la
PCR fueron las siguientes: desnaturalizacion in&@4 °C durante 4 minutos, seguida
de 30 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C duraftesefjundos, elongacion a 72 °C

durante 30 segundos y una extension final a 72ut@nte 20 minutos.

Los volumenes y concentraciones de los reactivolad@CR se muestran en la
Tabla 1 y 2, para los volumenes de reaccién del2b 30 ul respectivmante. Los
amplicones precipitados segun se muestra en elcABese enviaron a MACROGEN
(Korea) para el secuenciamiento en tubos eppeni@oif.5 ml cubiertos con parafilm.
Las secuencias fueron analizadas utilizando elrprog en red BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) con la finalidad de idewgdi los microorganismos a los cuales

correspondio cada una de los amplicones enviados.

6. Resultados

6.1. Recoleccion de muestras

Se recolectaron 10 muestras (6 de agua/A y 4 de/$Vueen las regiones de
Saladeo, Aguas Negras, Yiputini, Lago Agrio, Ten®&gpallacta. En la Tabla 3 se

observa la lista de muestras recolectadas.

6.2. Tamizaje de poblaciones bacterianas con genes desistencia

bacteriana
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De los cultivos mixtos en WGM provenientes de l@sriuestras recolectadas solo
de 8 (1A, 2A, 3A, 3T, 4A, 4T, 5A y 5T) se obtuviartransconjugados en los medios 1)
y 2) después del proceso de conjugacion entre eslipgos y la cep&. coli K12RAN.
Estos transconjugados presentaban resistencia igilamapo tetraciclina (en la Tabla 4
se observa el patron de sensibilidad a antibiotieosada transconjugado), con lo cual
se comprobd la transferencia de genes de resiaten@stos antibioticos desde las
bacterias que se encontraban en el cultivo mixtoahia cepa recepctora. Mediante
antibiogramas se determind que un 100 % de esinsconjugados tuvo resistencia a
acido nalidixico y eritromicina, un 75 % mostroisésncia a ampicilina y solo un 25 %
presento resistencia a tetraciclina. En la Talde \uestran los didametros de los halos

de sensibilidad de las muestras conjugadas.

6.3. ldentificacion de bacterias donadoras

De los 8 cultivos mixtos provenientes de muestnabientales en los que se
comprobé la capacidad de transferir genes de eesist a antibioticos a la cepa coli
K12RAN se aislaron 28 cepas (las cepas fueron radmaer segin el 6rden de
aislamiento) en medio solido que contenia ampgilio tetraciclina. Mediante
antibiogramas se establecid que de las 28 cepadassel 87.5% presentod resistencia a
la eritromicina, un 50% present0 resistencia aelaaticlina y un 62.5% presento
resistencia a la ampicilina. De estas 28 cepaadaslsolo 10 (cepas 2, 4, 5, 6, 7, 8, 9,
10, 12 y 14) fueron capaces de transferir susteegims &E. coli K1I2ZRAN mediante
proceso de conjugacion. La descripcion fenotipida igentificacion de estos aislados

se muestran en la Tabla 6.

Con antibiogramas para cada cepa aislada se detempie un 100 % de ellas

mostro resistencia a ampicilina, mientras que un %0 presentd resistencia a
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tetraciclina. Un 70 % de las cepas mostro resigeme@ritromicina, sin embargo esta
resistencia no fue sujeta a analisis puesto queepmE. coli KI2RAN tenia esta
resistencia.En la Tabla 7 se pueden apreciar los patronesmghilidad de las cepas

aisladas para el grupo de antibiéticos utilizado.

Tras la conjugacion entre las cepas aisladds. yoli KI2RAN se realizaron
antibiogramas en los transconjugados resultantesestblecié que un 50 % de los
transconjugados presentoé resistencia a ampicisa 4c1, 5c1, 6c1 Y 12:1), mientras
gue un 40 % mostro resistencia a tetracicling, (@1, %1y 12:1). A la denominacion
de las cepas se incrementd un subingiapie indica que las cepas son resultado de un
proceso de conjugacion entre una cepa aisladasgpizE. coliK12RN. Los patrones de
sensibilidad de los transconjugados se presentéan Babla 8 (en la tabla 9 se aprecian
los patrones de sensibilidad de los transconjugatitenidos tras una repeticion del

procedimiento).

Se utilizaron los transconjugados como donadoregemh®s de resistencia en un
nuevo proceso de conjugacion en donde la cepatoepdaeE. coli k12 resistente a
rifampicina. Los genes de resistencia a antibitjp@sentes en los transconjugados no
fueron transferidos en su totalidad a la nueva cegzeptora. La capacidad de
transferencia se redujo en un 50 % respecto akpoode conjugacion realizado entre
las cepas ambientales aisladas y la éepaliK12RN. Los patrones de sensibilidad de
estos transconjugados se muestran en la Tablanlla. Eabla 11 se pueden apreciar los

patrones de sensibilidad de los conjugados respéctmtrol E. coli k12)

Mediante PCR se amplific6 un segmento de 200 ptemperiente a la regién 16s
rDNA en cada una de las 10 cepas ambientales assladizando los primers 16SV3fy

16SV3r (Figuras 2, 3y 4).
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El Blast Highest Hit para las secuencias corresigoiels a cada una de las 12 cepas

ambientales arroj6 los siguientes resultados:

— La cepa 2 correspondéeéSarratia marcescens RS25

— La cepa 4 correspondePseudomona aeruginosa LCB53
— La cepa 5 correspondd.sstonella anguillarum MHK 12

— La cepa 6 correspondeSarratia marscescens Rl42

— La cepa 7 correspondeSarratia nematodiphila P36

— La cepa 8 correspondeéSarratia marcescens RS25

— Lacepa 9 correspondeSarratia marcescens Rl42

— La cepa 10 correspondedaromonas sp. A33

— Lacepa 12 correspondésarratia marcescens RS25

— Lacepa 14 correspondeéSarratia marcescens R142

En la Tabla 12 se muestra también el sitio de raislato de las muestras, el
fenotipo y el Blast Highest Hit correspondienteraStespecificiaciones relacionadas

con las muestras identificadas se muestran endia T8.

7. Discusion

En el presente estudio se encontro bacterias atal#erde la region Amazodnica
ecuatoriana capaces de transferir genes de ras@éstanantibiéticos tales como la
ampicilina o la tetraciclina B. coliK12RN. El método utilizado demostro ser eficiente
para evidenciar la presencia de genes de resiagea@ntibibticos de origen ambiental,
no solo de los antibidticos antes mencionados @énotros como lo son el trimetroprin

sulfametoxazol, cloranfenicol, ciprofloxacina, eteste estudio se relaciona con los
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resultados de investigaciones realizadas en oégisrmes remotas del mundo como

Alaska en donde se encontré nuevos genes de resasteantibidticos (Allen, 2009).

Es muy probable que los genes de resistencia bid@itbs, cuya presencia se
evidencido mediante esta investigacion correspordanevos genes. Esto se corrobora
ya que en las cepas ambientales aisladas duraetestsdio que presentaron resistencia
a ampicilina, en una investigacion piloto, se probaprimers que amplifican una
region que codifica para la producciéon de betaataesas (primers TEMf y TEMr), las
cuales son enzimas que se producen comunmentepas cHnicas que presentan
resistencia a ampicilina y solo se obtuvieron bandespecificas. La inespecificidad de
estos primers en las cepas ambientales aisladas presente trabajo sugieren la
existencia de nuevos genes de resistencia a aiti@diferentes a los encontrados en
cepas clinicas, no obstante con el fin de confirmsie hecho es necesaria la

caracterizacion de los genes capturados duraetiedio (Hall, 2004).

El tamizaje inicial se realizd para determinarrsi@s cultivos mixtos existian o
no bacterias capaces de transferir genes de resssta antibidticos tales como la
ampicilina o la tetraciclina. La obtencion de treorgugados tras la conjugacion que se
llevd a cabo entre los cultivos mixtos (donadoresgédnes de resistencia)BEy coli
K12RN (cepa receptora) confirmd la presencia déebias con capacidad de transferir
los genes de interés. De los 10 cultivos mixtosvgmentes de las muestras
recolectadas en el ambiente, en 8 se logré obtemsmnconjugados con resistencia a
ampicilina o tetraciclina. El tamizaje incial petmiidentificar los cultivos mixtos en
los que existian bacterias con capacidad de tnr@isgénes de resistencia a antibioticos,

mas no qué bacterias especificamente transfirlesogenes de resistencia.



XXXi

De los cultivos mixtos que mostraron capacidad dsferir genes de
resistencia a antibidticos tras el proceso de gamjidn, se obtuvieron 28 cepas aisladas
en los medios con ampicilina o tetraciclina. Ded8scepas aisladas el 87.5% present6
resistencia a la eritromicina, un 50% presentéstescia a la tetraciclina y un 62.5%
presento resistencia a la ampicilina. En porcesitajéeriores también se observo
resistencia al trimetroprin sulfametoxazol y a iprafloxacina. Esto se sustenta con
estudios realizados por Endang 2008, en dondearglie los antibioticos a los cuales
se verifican mayores frecuencias de resistencia banterias ambientales son

eritromicina, ampicilina y tetraciclina.

De las 28 muestras, 10 mostraron la capacidad afesférir sus genes de
resistencia &. coli k12 mutlo cual representa un 35.7 % del total de lasstnag
intentadas, segun datos de Busit®85 el porcentaje de transferencia en conjugaciones
realizadas in vitro corresponde a un 34 % cuandoabaja cork. colicomo receptora.

Es interesante mencionar que las 10 cepas aislamtasspondian a bacilos gram
negativos, lo cual indica la importancia de lawedtrra para la transferencia horizontal
de genes, tomando en cuenta que la cepa recepibzada en los procesos de

conjugacion fude. colicuya estructura corresponde a la de un bacilo geggativo.

Sin duda alguna la resistencia a ampicilina ha sitg de las mas observadas,
sobre todo en bacterias Gram negativas cdPseudomonasy Escherichia coli
Ademas, se ha observado la presencia de genessidéemeia a la ampicilina en
organismos pertenecientes a los génehminetobacter Alcaligenes Citrobacter,
Enterobacter, PseudomongsSerratia los cuales cuentan con especies patégenas para

los humanos (Correa, 2007). Es por esto que seadeeocgue la resistencia a los beta
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lactdmicos (a este grupo pertenece la ampicilisajuezas la mas difundida entre las

bacterias ambientales (Suntarasamit, 2007).

Tomando en cuenta que la transferencia horizoajethes es un mecanismo
comun en el ambiente para el paso de informacidre dvacterias es importante
mencionar que segun estudios realizados, resiateacntibiéticos como la tetraciclina
y la ampicilina se encuentran con alta frecuenaigplésmidos conjugativos (Esiobu,
2002). Esto es importante ya que la mayor frecaedei resistencia a antibiéticos
mostrada en las cepas ambientales aisladas destatevestigacion correspondio a los

2 antibidticos en cuestion.

Para la identificacion de las muestras ambientsé¢estilizO una secuencia de
ADN 16SV3. EIl secuenciamiento del ADN ribosomalues herramienta que se ha
utilizado desde el afio 2001 y ha facilitado la tdmacion exacta de una gran cantidad
de bacterias (Jorgen, 2005). Las secuencias del izidomal aparecen en todos (o0 en
la mayor parte de) los miembros de un determinadpaogfilogenético, y nunca (o sélo
raramente) estan presentes en otros grupos, insllnd mas proximos. Por esta razon
en el presente proyecto se consideré trabajar st@s secuencias, las cuales permiten
un gran nivel de diferenciacion para la identifiacde los microorganismos. En un
99% (Blast Highest Hit) de similitud las secuenaladas bacterias ambientales aisladas
fueron identificadas como pertenecientes a 4 difeeegéneros bacterianderratia

sp, Pseudomona splistonella spy Aeromonas sp.

8. Conclusiones

— Las bacterias ambientales de las muestras recdédscten zonas remotas de la
Amazonia ecuatoriana poseen genes transferibles cqddican resistencia a

antibioticos, siendo las resistencias a ampicilisaaciclina y eritromicina las mas



XXXiii

difundidas.

— La modificacion del medio de grano de trigo (WGM)izada en el presente estudio
demostré ser util para el aislamiento de bacteaiabientales y su conservacion
durante un tiempo extenso a diferencia de lo qumisde alcanzar con la utilizacion
de un medio comercial.

— La conjugacion es un proceso comun en la naturalpmas un importante
porcentaje de los aislados fue capaz de trangfenies de resistencia a antibidticos
mediante este mecanismo. Es interesante considgmartodos los donadores
correspondieron a bacilos gram -, asi como la depadora . coli k13 lo cual
indica que la factibilidad de un proceso de comju@aen estructuras similares es
mayor.

— El secuenciamiento de las regiones de ADN pertents al ribosoma brindan una
importante herramienta para la identificacion decrogrganismos con un alto
porcentaje de precision.

— El acercamiento realizado en este estudio esand la recuperacion de potenciales
genes de resistencia a antibioticos y para el iestledla evolucion de la resistencia

a los antibioticos.

9. Recomendaciones

Es muy importante que se profundice en el estudidod genes que brindan
resistencia a los diferentes antibidticos, no (mmate los beta lactamicos, sino los
relacionados con resistencia a la eritromicinaatatlina, cloramfenicol, entre otros
antibioticos a los cuales se demostro resistenorapprte de las cepas aisladas del

ambiente en el presente proyecto.
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Para el estudio de los genes de resistencia ad@itiis se recomienda trabajar
en el proceso de transposOn mutageéenesis. Estesprpeemite que una cepa bacteriana
que posea un transposda. (coli con transposon Tnb), lo transmita a la cepa desead
(cepas ambientales con capacidad de transferirsgdaeresistencia a antibioticos
aisladas en el presente proyecto), apagando o iceotib el gen de interés. En este
caso se buscaria mediante sucesivas conjugaciaresd tranposon se inserte en el gen
que codifica para la resistencia a algun antibedtnpicilina por ejemplo. Una vez que
se haya logrado ésto y conociendo la secuenciaralghoson insertado se podrian
elaborar primers a partir de estas secuenciasactindlidad de amplificar las regiones
que flanquean al tranposon, en donde se encoisegtaamente la secuencia del nuevo
gen de resistencia a antibiotico y mediante secaemento se podra conocer con

exactitud las caracteristicas del mismo.

El medio utilizado para cultivar las bacterias ankales fue el de grano de trigo
(WGM), sin embargo los procesos subsiguientes gkzaeon en TSB (Triptic Soy
Broth), por lo que muchas bacterias ambientalesiepud perderse durante el
procedimiento. El realizar las conjugaciones en W&Ma imporntante pues se podrian
identificar otras importantes donadoras de resigtes antibidticos que incluso no sean

cultivables (metagenomica).
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11 Figuras
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Figura 1: Sitios de recoleccion de las
muestras ambientales

Este mapa indica las provincias (en rojo) en ladesuse
realizé la recoleccion de las muestras ambient&lstas
provincias corresponden a la Amazonia ecuatoriana
(Napo, Sucumbios y Orellana).

10 12 14 + -
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Figura 2: Gel de agarosa al 1 % que muestra las
bandas correspondientes a la amplificacion
mediante PCR con los primers 16SV3f y 16SV3r
del ADN de las cepas ambientales con capacidad
de transferir genes de resistencia a antibidticos

En este gel se aprecian bandas que correspondeanaplificacion de
la regién 16SV3 del rDNA. En las muestras 4,6,7 gedobservan
bandas con buena definicién; en las muestras 2,40812, 14 y
control + las bandas son de mediana definiciom jaemuestra 14 no
se presenta ninguna banda. Las bandas poseen afota@proximado
de 200 pb.




Figura 3: Gel de agarosa al 1 % que muestra las
bandas correspondientes a la amplificacion

mediante PCR con los primers 16SV3f y 16SV3r

del ADN en concentracion 1:10 de las cepas

ambientales 2, 5, 8, 10, 12 y 14 con capacidad de
transferir genes de resistencia a antibiéticos

En este gel se aprecian bandas que corresponderamglificacion
(utilizando una concentracion de ADN 1:10) de lgige 16sV3 del
rDNA. En las muestras 2,5 y 8 se observan bandas eena
definicién; sin embargo en las muestras 10, 12y leontrol + la
definicién es mediana. Las bandas poseen un tamgaifiximado de
200 pb.

xlii
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Figura 4: Gel de agarosa al 1 % que muestra las
bandas correspondientes a la amplificacion
mediante PCR con los primers 16SV3f vy

16SV3r del ADN de las cepas ambientales 10,
12 y 14 con capacidad de transferir genes de
resistencia a antibidticos

En este gel se aprecian bandas que correspondeanaplificacion

(utilizando 3 ul de ADN en cada reaccion) de laigedl6sV3 del

rDNA. En las muestras 10, 12, 14 y control + sesoken bandas de
alta definicion. Las bandas poseen un tamafio apaao de 200

pb.

12 Tablas

Tabla 1: Volumenes y concentraciones de los reactivos atihs para la
amplificacion de la region 16s del ADNr de las cepanbientales con
capacidad de transferir genes de resistencia hi@itos mediante PCR
utilizando los primers 16SV3fy 16SV3r para un vo&n final de reaccion
de 25 ul

Reactivos | Concentracién Concentracion Volumen
Inicial Final (13 reacciones)
H20 PCR - - 430,3 ul
Buffer - - 65 ul
MgCI2 50 mM 1,5 mM 19,5 ul
Primer fV3 10 uM 0,3 uM 26 ul
Primer rv3 10 uM 0,3 uM 26 ul
dNTP’s 10 uM 200 uM 52 ul
Taq 1U 1U 5,2 ul
Volumen c/tubo 24 ul + 1 ul ADN

Tabla 2: Volumenes y concentraciones de los reactivos atihs para la
amplificacion de la region 16s del ADNr de las cepanbientales con
capacidad de transferir genes de resistencia hi@itos mediante PCR
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utilizando los primers 16SV3fy 16SV3r para un vo&n final de reaccion
de 50 ul

Reactivos | Concentraciéon Concentracion Volumen
Inicial Final (6 reacciones)
H20 PCR - - 192,6 ul
Buffer - - 30 ul
MgCI2 50 mM 1,5mM 9 ul
Primer fV3 10 uM 0,3 uM 24 ul
Primer rvV3 10 uM 0,3 uM 24 ul
dNTP’s 10 uM 200 uM 24 ul
Taq 1U 1U 2,4 ul
Volumen c/tubo 47 ul + 3 ul ADN

Tabla 3: Muestras recolectadas en zonas remotas de la Aiaazon
ecuatoriana. La letra A en la identificacion de rasestras indica que son
muestras de agua, mientras que la letra T indieassqon muestras de suelo.

Denominacion| Tipo de muestra| Sitio de recoleccion
1A Agua Saladeo
2A Agua Aguas Negras
3A Agua Tiputini
3T Suelo Tiputini
4A Agua Lago Agrio
4T Suelo Lago Agrio
5A Agua Tena
5T Suelo Tena
6A Agua Papallacta
6T Suelo Papallacta
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Tabla 4: Patron se sensibilidad a antibiéticos cdpacoli k12 mut

resistente a acido nalidixico (receptora de losegede resistencia a
antibioticos). Se muestra el tamafio del halo desisiéidad para cada
antibiotico y su respectivo patrén de sensibiliff@distente-R, sensible-S o

intermedio-I)
Diametro de halos de sensibilidad (mm)
Cepa TE C AM SXT GM CIP
E.coliKl2mut|19|S|19|S|19|S|22| S | 19 28 S

TE (Tetraciclina), C (Cloranfenicol), AM (Ampicila), SXT (Trimetroprin

sulfametoxazol),
(Eritromicina).

GM

(Gentamicina),

CIP

(Ciprofloies),

Tabla 5: Patrones de sensibilidad a antibioticos de losst@mugados
obtenidos a patrtir de la conjugacion entre badeatecultivos mixtos ¥.
coli K12RN. Para cada transconjugado en las columnaswsstra el
tamano del halo de sensibilidad para cada antioidtisu correspondiente
patrén (resistente-R, sensible-S o intermedio-I)

| Cepas|

Diametro de halos de sensibilidad |
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(mm)
AMP TE E NA
1Aic | Ol R 26 S| 0] R| 7 R
2A;c |25 S| 21] S| 99 R 6 R
3Aic | O | R[22 S| 0] R| § K
3Tic O | R| 23] S| 0] Rl O K
4Aic | O | R| O] R| O] R| O R
4T1c O| R| 90 R] 0] R] O R
SAic | 0O | R 29] S| 0] R O R
S5Tic |14 | | 25 S| 31 S| 2 R

AM (Ampicilina), TE (Tetraciclina), E
(Eritromicina), NA (Acido nalidixico)

Tabla 6: Caracteristicas fenotipicas de las 28 cepas assll#os cultivos
mixtos provenientes de las muestras recolectadaomrgs remotas de la
Amazonia ecuatoriana

Cepa Fenotipo Pruebas

1 Colonia blanquecina, uniforme, medign@xidasa -, bacilo gram |-

2 Colonia no regular, blanquecina Oxidasa +, bayiéon -

3 Colonia rosada, regular Oxidasa +, coco gram -
4 Colonia uniforme, amarillenta, pequefia Oxidadaa€jlo gram -

5 Colonia no uniforme, amarilla, grande  Oxidashaiilo gram -

6 Colonia amarillenta, grande Oxidasa +, bacilorgra

7 Colonia blanquecina, mediana Oxidasa -, bacaongr

8 Colonia blanquecina Oxidasa -, bacilo gram -
9 Colonia amarillenta Oxidasa -, bacilo gram -
10 Colonia blanquecina, uniforme Oxidasa +, bagibm -

11 Colonia blanquecina, regular, mediana  Oxidasaco gram -

12 Colonia violeta, halo blanquecino Oxidasa -jlbagram -

13 | Colonia blanquecina, pequefia, unifornf@xidasa -, bacilo gram
14 Colonia blanquecina, grande, uniforme  Oxidabacilo gram -

15 Colonia pequefia, uniforme Oxidasa -, coco gram -
16 Colonia blanquecina, grane, uniforme  Oxidagaejlo gram -

17 Colonia pequefia, blanquecina Oxidas -, bacdengr

18 Colonia blanquecina, grande Oxidasa -, bac#éongf

19 Colonias amarillentas, pequefas Oxidasa -,dgam -

20 Colonia blanquecina, pequefia Oxidasa -, coan gra

21 Colonia blanquecina, mediana Oxidasa -, cocmgra




xlvii

22 Colonia violeta, mediana Oxidasa +, coco gram -
23 Colonia blanquecina, pequefa Oxidasa -

24 Colonia blanquecina, grande Oxidasa -, coco gram
25 Colonia blanquecina, mediana Oxidasa -, bacdmgt

26 Colonia blanquecina, mediana Oxidasa -, cocamgra
27 Colonia blanquecina, mediana Bacilo gram +

28 Colonia blanquecina, mediana Bacilo gram -

Tabla 7: Patron de sensibilidad a antibioticos correspondienlas 10
cepas ambientales que mostraron la capacidad dsfdrs genes de
resistencia a antibioticos. El color rosado indjcee la cepa es resistente
para el antibidtico correspondiente, el color delemdica un valor
intermedio de resistencia, mientras que el colodevéndica que la cepa es
sensible para el antibiotico correspondiente.

Antibidtico / cepas 24|56 |7]8|9]10|12|14
Ampicilina 0O/ 8/ 0] 8| 0|/10|] 0|10| 0|12
Tetraciclina 9/20| 8| 8| 0/11]10(15|13|14
Ciprofloxacina 21|31122126[20|24|24|19|23)| 22
Gentamicina 18|26|15|17|20|21|17|14|19]| 15
Cloramfenicol 17|17|11]15|18|19|16| 20|17 | 18
Eritromicina 10(14|12|15|12| 9| 0/10|10| 16
Trimetroprin sulfametoxazol | 0124]19(19|20|17|18|15| 21| 18

Tabla 8: Patron de sensibilidad a antibiéticos correspondienlos 10
transconjugados obtenidos de la conjugaciéon easréd cepas ambientales
aisladas \E. coli K12RN. El color rosado indica que la cepa es resist
para el antibidtico correspondiente, el color delemdica un valor
intermedio de resistencia, mientras que el colodevéndica que la cepa es
sensible para el antibiotico correspondiente

o 2| 45678910 12] 14
AnthIOtICO / Cepas 1 C1 C1l C1l C1 C1 C1l C1 C1l C1

2 2
Ampicilina 0| 0] 0| 0| 2] O] 3| 19| O] 16
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21 21 1| 1 1] 1

Tetraciclina O 1| 6| 7| 0| 1| O 21| 12| 17
21 3| 3| 2| 2| 2| 3

Ciprofloxacina 6| O O] 9| 9| 4| 0| 12| 25| 30
1| 1| 1} 1] 1} 1| 1

Gentamicina 8/ 5| 8| 57| 7| 7| 19| 16| 14
1| 1| 1} 1| 1| 1| 1

Cloramfenicol 71 7, 0| 5| 8| 9| 6| 20| 17| 18

Eritromicina 0O 0] O O] O] O] O O] 0] O

Trimetroprin 2| 2| 2| 2| 2|1

sulfametoxazol O 3| 3| 4|, 0] 0| 7| 10| 19| 17

Tabla 9: Patron de sensibilidad a antibiéticos de transgatgos cepas
obtenidas a partir de conjugacion (repeticion) efgas ambientales aisladas
capaces de transferir genes de resistencia a@iuis yE. coli KI2RN.

El color rosado indica que la cepa es resistent@ gh antibiético
correspondiente, el color celeste indica un valtgrmedio de resistencia,
mientras que el color verde indica que la cepampsile para el antibiético

correspondiente

Antibiotico / Cepas

2cl

4cl

5cl

6cl

7cl

8cl

9cl

10cl

12cl

14cl

Ampicilina

23

21

23

18

18

Tetraciclina

22

20

17

16

11

10

21

12

17

Ciprofloxacina

26

29

31

29

30

24

30

12

24

29

Gentamicina

19

24

22

19

19

19

17

28

18

18

Cloramfenicol

17

17

10

15

18

19

16

20

17

18

Eritromicina

Trimetroprin sulfametoxazol

26

22

17

22

24

21

22

19

Tabla 10: Patron de sensibilidad a antibioticos de cepasnhatde a partir
de conjugacion de los transconjugados que se ranestr la tabla anterior
y la cepa receptorfa. coliK12 mut resistente a rifampicina con la finalidad
de mostrar si se conserva la capacidad de trankfergenes de resistencia
a antibidticos de las cepas ambientales. El calsado indica que la cepa
es resistente para el antibiotico correspondiaxiteplor celeste indica un
valor intermedio de resistencia, mientras que @roeerde indica que la
cepa es sensible para el antibiético corresporalient
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Antibiotico / Cepas 2c2 | 4c2 | 5c2 | 6c2 | 7c2 | 8c2 | 9c2 | 10c2 | 12¢2 | 14c2
Ampicilina o| 16| o 16| 17| 18| 17 18 14 15
Tetraciclina 20| 20| 17| 21| o] 19| 10 20 17 20
Ciprofloxacina 26| 24| 23| 23| 28| 24| 24| 22 23 25
Gentamicina 19| 17| 17| 17| 18| 18| 16 18 16 15
Cloramfenicol 19| 17| 21| 18| 22| 21| 17 22 17 19
Eritromicina 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Trimetroprin sulfametoxazol 23| 24| 24| 23| 19| 21| 17 20 19 20

Tabla 11: Patrones de sensibilidad a antibidticos de losst@mugados
respecto al controH, coli k12 muyt La disminucion de 2 mm en el halo de
sensibilidad en cada transconjugado respecto afatandica que éste es
resistente a determinado antibiético (recuadroscotor rosado).

Repeticion conjugacion K12
Antibiotico / cepa 2cl | 4cl | 5¢1 | 6c1 | 7c1 | 8cl | 9c1 | 10cl | 12c1| 14cl| mut
Ampicilina 0| o| o| o 23| 21| 23 18 0| 18] 19
Tetraciclina 22| 20| 17| 16| 0| 11| 10 21| 12| 17| 19
Ciprofloxacina 26| 29| 31| 29| 30| 24| 30 12| 24| 29| 28
Gentamicina 19| 24| 22| 19| 19| 19| 17 28| 18| 18| 19
Cloramfenicol 17| 17| 10| 15| 18| 19| 16 20| 17| 18| 19
Eritromicina 0 0 0 0 9 0 0 0 0 0| o
Trimetroprin sulfametoxazol 0| 26| 22| 17| 22| 24| 21 0| 22| 19| 22




Tabla 12: Resultado del secuenciamiento de las muestras

Nur;‘:;g de [ Aislado en Fenotipo BLAST HIGHEST HIT
2 AGUAS NEGRAS gﬁ(%;()SSI?AM "’ |serratia marcescens strain RS25
4 RIO TIPUTINI CB):;%’I;C;EFE_AM -, E(s:eBtgdzomonas aeruginosa strain
5 RIO TIPUTINI CB):;%’I;C;EFE_AM -, ,I;/lli;c}czgzlla anguillarum strain
6 RIO TIPUTINI (B)?(%IAC;SF_{AM "’ |Serratia marcescens strain RI42
7 LAGO AGRIO (B)?(%I;\OSSI?AM " '|serratia nematodiphila strain P36
8 LAGO AGRIO g’;%:%g?AM "’ |Serratia marcescens strain RS25
9 LAGO AGRIO CB)Q%;C;SF_{AM "’ |Serratia marcescens strain RI42
10 TENA CB)Q%;C;SFE_AM " "|Aeromonas sp. A33
12 AGUAS NEGRAS CB)Q%;%SF_{AM "’ |Serratia marcescens strain RS25
14 RIO TIPUTINI (B)?(%I;\OSSI?AM "’ |Serratia marcescens strain RI42

Tabla 13: Especificaciones muestras ambientales aisladadifidedas

capaces de transferir genes de resistencia a@mis

Cddigo de
recoleccion

Numero
de cepa

Sitio de
aislamiento

Fecha

Medio de
cultivo de

Medio de
cultivo para

Fenotipo de la
cepa original




aislamiento | conjugacion
2A 2 AGUAS | 29/03/08) WHEAT CALDO COLONIA
NEGRAS GRAIN NUTRITIVO | BLANQUECINA,
MEDIUM TRIPTIC UNIFORME,
SOY BROTH| MEDIANA,
OXIDASA -,
BACILO GRAM -
3A 4 RIO 29/03/08| WHEAT CALDO COLONIA
TIPUTINI GRAIN NUTRITIVO | AMARILLA,
MEDIUM TRIPTIC UNIFORME,
SOY BROTH| MEDIANA,
OXIDASA +,
BACILO GRAM -
3A 5 RIO 29/03/08| WHEAT CALDO COLONIA
TIPUTINI GRAIN NUTRITIVO | AMARILLA, NO
MEDIUM TRIPTIC UNIFORME,
SOY BROTH| GRANDE,
OXIDASA +,
BACILO GRAM -
3A 6 RIO 29/03/08| WHEAT CALDO COLONIA
TIPUTINI GRAIN NUTRITIVO | AMARILLA,
MEDIUM TRIPTIC | GRANDE,
SOY BROTH| OXIDASA -,
BACILO GRAM -
3A 7 LAGO 03/04/08) WHEAT CALDO COLONIA
AGRIO GRAIN NUTRITIVO | BLANQUECINA,
MEDIUM TRIPTIC MEDIANA,
SOY BROTH| OXIDASA -,
BACILO GRAM -
4A 8 LAGO 03/04/08) WHEAT CALDO COLONIA
AGRIO GRAIN NUTRITIVO | BLANQUECINA,
MEDIUM TRIPTIC | OXIDASA -,
SOY BROTH| BACILO GRAM -
47 9 LAGO 03/04/08] WHEAT CALDO COLONIA
AGRIO GRAIN NUTRITIVO | AMARILLA,
MEDIUM TRIPTIC | OXIDASA -,
SOY BROTH| BACILO GRAM -
5A 10 TENA 04/04/08) WHEAT CALDO COLONIA
GRAIN NUTRITIVO | BLANQUECINA,
MEDIUM TRIPTIC UNIFORME,
SOY BROTH| OXIDASA +,
BACILO GRAM -
2A 12 AGUAS | 29/03/08] WHEAT CALDO COLONIA
NEGRAS GRAIN NUTRITIVO | VIOLETA,
MEDIUM TRIPTIC | OXIDASA -,
SOY BROTH| BACILO GRAM -
3A 14 RIO 29/03/08| WHEAT CALDO COLONIA
TIPUTINI GRAIN NUTRITIVO | BLANQUECINA,
MEDIUM TRIPTIC | GRANDE,
SOY BROTH| OXIDASA -,
COCO GRAM -

13.Anexos




Anexo 1

Pruebas bioquimicas

Tincion gram.- El proceso de tincion se realizdadsiguiente manera para cada uno de
los asilados obtenidos: el frotis fijado con cader tifid durante 1 minuto con cristal

violeta, se lavé con agua y se cubrio con soludégodo durante 1 minuto y se lava de
nuevo con agua, se decoloré con una mezcla algohcttona. Se dejo secar la placa y
se coloco safranina durante 30 segundos. Se lapfata y se dejo secar. Una vez

terminado esto se observé al microscopio, con oteadg aceite de inmersion.

Prueba de oxidasa.- Esta prueba se realizé paetdacion de la enzima citocromo — ¢
— oxidasa. Con este fin se utilizaron tiras deagnsEn esta tira se inoculé una colonia
bien diferenciada utilizando un palillo estéril. bparicibn de un color azul violeta

indico la presencia de microorganismos oxidasaigosi

Prueba de catalasa.- Esta prueba se utiliz6 pargprobar la presencia del enzima

catalasa que se encuentra el la mayoria de laerizactaerobias y anaerobias

facultativas que contienen citocromo. Con el assi@®bra se tomd una muestra de una
colonia y se colocé en un portaobjetos. Se agregogota de agua oxigenada,(H).

Se observé la formacion de burbujas lo cual indisaresultado positivo, en el caso

contrario se indicé un resultado negativo.
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Protocolo de extraccion ADN con CTAB

El protocolo de extraccion de ADN con solucion CTAB realizé durante 2
dias. El primer dia se resuspendieron las célutaesebanas en PBS, se centrifugd
durante 3 minutos a 10.000 rpm, se digirié el peddular en 700 ul de solucion CTAB
y se incub6 por 30 minutos a 65 °C, agitando lagsiias cada 15 minutos. Para la
extraccion del ADN gendmico total se enfriaronrasestra a temperatura ambiente, se
agrego 700 ul de cloroformo:alcohol isoamilico ynsezclo invirtiendo vigorosamente
hasta formar una emulsion, se centrifugaron lastragpor 5 minutos a 12000 rpm. Se
obtuvieron 2 fases, la inferior u organica, la siggeo acuosa con el ADN en
suspension, y una interfase que contiene las pestedelulares. Se transfirid la fase
superior a un nuevo Eppendorf rotulado. Al findl gémer dia se precipité el ADN de
la solucidon acuosa agregando 1/10 volumenes deatacde sodio 3M y 2 a 2.5

volumenes de etanol 100 % helado. Se dejé a — 20d€Cla noche.

En el segundo dia del protocolo se centrifugarsmiaestras a 14000 rpm por
10 minutos, se lavaron los pellets de ADN adicialta@000 ul de etanol 70 % y se
resuspendio, se centrifugaron las muestras a 14@0Qor 10 minutos y se repitio el
procedimiento de lavado 3 ocasiones. Se dejarcer $e€ tubos y se conservaron las
muestras a -20 °C. Para utilizar el ADN fue nedesasuspender la muestra con 50 ul

de buffer TE estéril.
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liv
Precipitacion del ADN para secuenciamiento

Una vez que se obtuvo el volumen de amplicon (1pfequerido para cada muestra se
procedi6 a la precipitaciéon del ADN para su postesecuenciamiento. En un tubo con
el volumen final de amplicén se colocé acetato ddics 3M, se agitd en vortex

brevemente y se dejo reposar durante varias oemsid®e colocaron de 2 a 2.5
volimenes de alcohol etilico al 100 % helado y gigbala muestra en vortex. Se
colocaron los tubos a — 80 °C durante 15 minutasalfente (por 3 ocasiones), se
centrifugd durante 5 minutos a 12000 RPM, se extehjsobrenadante, se lavo con

alcohol etilico al 80 % y se seco6 al ambiente.
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Carta interpretativa de halos de sensibilidad gtavpor el productor de los
discos de antibiéticos Becton Dickinson, SparksAUS

ANTIBIOTICO RESISTENTE| INTERMEDIO| SUSCEPTIBLE
Ampicilina <13 14 - 16 > 17
Gentamicina 6 7-9' > 10
Tetraciclina <14 15- 18’ > 19

Cloramfenicol <15 16 - 20’ > 21
Ciprofloxacina <12 13-17' > 18
Trimetroprin sufametoxazpl <10 11- 15 > 16
Eritromicina <13 14 - 22' > 23




