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RESUMEN 

 

La continua evolución y propagación de clones resistentes a los antibióticos puede ser 

concebida a partir de la interconexión de los hábitats: humanos, animales y ambientales. Dentro 

de los diversos factores que incrementan la probabilidad del fenómeno de transferencia 

horizontal de genes (HGT, del inglés Horizontal Gene Transfer), destacan los bacteriófagos 

como reservorios ambientales de genes de resistencia a los antibióticos (ARG’s, del inglés 

Antibiotic Resistance Genes) e integrones. Los integrones de clase 1 (intl1) son plataformas 

génicas, permiten la: recombinación, adición y expresión de ARG’s. El presente trabajo captura 

una instantánea sobre el estado de ARG’s e intl1 integrados en el ADN de bacteriófagos 

concentrados (100x), provenientes de afluentes de 27 plantas de tratamiento de agua residual 

(WWTP’s del inglés Waste Water Treatment Plants) del Cantón Quito (n=81). Los genes 

identificados por PCR convencional arrojaron las siguientes prevalencias: intl1 (74.1%), sul-1 

(70.4%), sul-2 (61.7%), tet-C (37%), aph(3’)-IIIa (24,7), tet-A (18.5%), tet-B (7.4%), 

𝑏𝑙𝑎𝐶𝑇𝑋−𝑀 (4.9%) y sul-3 (3.7%). En cuanto a la positividad de intl1 y ARG’s, se halla una 

correlación estadísticamente significativa (r=0.70; p<0.001). Los hallazgos no solo indican a 

los fagos como reservorios ambientales de genes de resistencia si no también, destaca su 

probable participación en la movilización de los genes descritos, esto  incidiría en la dinámica 

evolutiva de las poblaciones bacterianas.  

Palabras clave: Bacteriofagos, ARG’s, integrón, ADN, HGT, WWTP’s 
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ABSTRACT 

 

The continuous evolution and spread of antibiotic-resistant clones can be conceived from the 

interconnection of human, animal, and environmental habitats. Among the various factors that 

increase the probability of the phenomenon of horizontal gene transfer (HGT), bacteriophages 

stand out as environmental reservoirs of antibiotic resistance genes (ARGs). Class 1 integrons 

(intl1) are gene platforms that allow: recombination, addition, and expression of mobile 

segments of DNA where ARG’s typically occur. This work captures a snapshot of the state of 

ARG's and their relationship with intl1 integrated into the DNA of environmental phages (100X 

concentrated with PEG-NaCl), coming from influent of 27 wastewater treatment plants 

(WWTP's) of Quito across three months (n=81). The genes identified by PCR showed the 

following prevalence: intl1 (74.1%), sul-1 (70.4%), sul-2 (61.7%), tet-C (37%), aph(3’)-IIIa 

(24,7), tet-A (18.5%), tet-B (7.4%), 𝑏𝑙𝑎𝐶𝑇𝑋−𝑀 (4.9%) and sul-3 (3.7%). The intl1 presence was 

significantly correlated with the presence of ARG's (r=0.8). The findings not only indicate 

phages as environmental reservoirs of resistance genes but also pinpoint a likelihood in the 

mobilization of the ARG genes affecting the evolutionary dynamics of bacterial populations. 

 

Keywords: Bacteriophage, ARG's, integron, DNA, HGT, WWTP's 

 

 

 

 

 



10 
 

 

TABLA DE CONTENIDO 

RESUMEN ............................................................................................................................................. 8 

ABSTRACT ........................................................................................................................................... 9 

TABLA DE CONTENIDO ................................................................................................................ 10 

ÍNDICE DE TABLAS ........................................................................................................................ 11 

ÍNDICE DE FIGURAS ....................................................................................................................... 12 

INTRODUCCIÓN .............................................................................................................................. 13 

MATERIALES Y MÉTODOS ........................................................................................................... 17 
Cepas de referencia ................................................................................................................................. 17 
Sitios de muestreo y preparación de muestras ............................................................................. 17 
Concentración de aguas residuales (100X) .................................................................................... 18 
Purificación de fracción fágica ............................................................................................................ 18 
Eliminación de ADN extraviral ............................................................................................................ 19 
Extracción de ADN.................................................................................................................................... 20 
Detección molecular de genes de resistencia a los antibióticos (ARG), los genes 16s 
rRNA y intl1 ................................................................................................................................................ 20 
Análisis estadístico y geográfico espacial ....................................................................................... 21 

RESULTADOS ................................................................................................................................... 22 
Purificación de fracción fágica ............................................................................................................ 22 
Detección molecular de genes de (ARG’s, 16s rRNA e intl1 en el ADN de la fracción 
fágica ............................................................................................................................................................. 22 

DISCUSIÓN ........................................................................................................................................ 24 
intl1 ............................................................................................................................................................... 25 
sul-1, sul-2, tet-C ....................................................................................................................................... 26 
blaCTX-M, mec-A ....................................................................................................................................... 26 
aph (3′)-IIIa, tet-A, tet-B, sul-3 ............................................................................................................. 27 
fos-A,C,L; aacA-aphD; erm-A,C; mrc-1,2,3,4,5 ................................................................................. 27 
Importancia en las plantas de tratamiento de aguas (WWTP) ................................................ 28 
Fagos ............................................................................................................................................................. 28 

CONCLUSIONES ............................................................................................................................... 30 

RECOMENDACIONES ..................................................................................................................... 31 

REFERENCIAS .................................................................................................................................. 32 

Anexo A: Coordenadas de wwtp’s ............................................................................................ 49 

Anexo B: Condiciones de PCR ARG’s, 16s, intl1 . .................................................................. 50 

Anexo C: Estandarización de PCR’S ARG’S E INTL1 ............................................................ 51 
 

 



11 
 

 

 

 

ÍNDICE DE TABLAS 

Tabla 1: Primers utilizados en este estudio………………………………………………39 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



12 
 

 

ÍNDICE DE FIGURAS 

 

Figura 1.:Ubicación de los puntos de muestreo……………………....................................40 

Figura 2: Controles pre-extracción de ADN. …………………...........................................41 

Figura 3: Electroforesis en gel de agarosa de resistencias a la sulfonamidas ……………..42 

Figura 4: Identificación trimestral de genes de resistencia en afluentes de 27 WWTP’s …43 

Figura 5: Prevalencia de ARG’s objetivo en los afluentes de los WWTP’s……………….44 

Figura 6: Sumatoria de positividad por cada WWTP y por cada mes…………………..…45 

Figura 7: Positividad mensual de ARG’s por mes..…………………..................................46 

  



13 
 

 

INTRODUCCIÓN 

 

La resistencia a los antimicrobianos (AMR del inglés Antimicrobial Resistance) es reconocida 

como uno de los mayores retos de salud global en el siglo 21 (Hernando-Amado et al., 2019). 

La interconexión de ecosistemas y microbiomas de: granjas, hospitales, plantas de tratamiento 

de aguas residuales (WWTP’s del inglés Wastewater Treatment Plants) y entornos naturales, 

fomenta la aparición, adquisición y propagación de las resistencias a través de los denominados 

genes de resistencia a los antimicrobianos (ARG’s del inglés Antibiotic Resistance 

Genes)(Martínez, 2012). Su diseminación y adquisición global por parte de bacterias de 

importancia clínica, es analizada desde un enfoque One Health a uno Global Health 

(Berendonk et al., 2015). “One Health” se refiere a un contexto local, donde se aborda la AMR 

a nivel de ciudad o regional; a diferencia del enfoque “Global Health”, que se centra en las 

condiciones globales que facilitan la propagación de la AMR e involucra acciones políticas 

transnacionales (Koplan et al., 2009; Wernli et al., 2017).  

 

Pero cómo surge la resistencia a los antimicrobianos (AMR). Para entenderlo, es primordial 

conocer que los genes que constituyen el resistoma de un microorganismo, están asociados 

netamente a la filogenia de las poblaciones microbianas (Nesme & Simonet, 2015). Los 

mecanismos por los cuales las bacterias pueden cambiar su fenotipo “sensible” a “resistente”, 

están dados por (Brown-Jaque et al., 2015): mutaciones, recombinación de ADN extraño o la 

adquisición de genes de resistencia. La AMR surge producto de la interacción continua de los 

microorganismos que colonizan diferentes huéspedes (humanos, animales, vegetales) en 

diferentes niveles (Pehrsson et al., 2016): i) la propagación urbana, ii) la destrucción del hábitat, 

iii) el consumo antropogénico de una variedad limitada de animales, vegetales, etc. Lo 
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mencionado conlleva a una caída de la diversidad genética y eminentemente a la 

homogenización de host microbianos, al ser similares pueden difundir entre sí sus genes, con 

algunas restricciones (Martínez, 2012). Por lo cual está ampliamente aceptado que los ARG de 

bacterias patógenas se encuentran comúnmente en diferentes poblaciones bacterianas 

ambientales y que probablemente fueron adquiridos a través de transferencia horizontal de 

genes (HGT del inglés Horizontal Gene Transfer) (Peterson & Kaur, 2018).   

 

La HGT, constituye los mecanismos que permiten el intercambio genético entre linajes 

(distantes o cercanos) (Zhaxybayeva et al., 2006; Zhaxybayeva & Doolittle, 2011). Los 

elementos de este mecanismo contribuyen a: la expresión, plasticidad, evolución y movilidad 

genética.  Destacan los mobile genetic elements (MGE’s), segmentos de ADN que codifican 

proteínas, enzimas y otros productos que median el movimiento de ADN entre genomas 

(intracelulares), destacando (Frost et al., 2005): transposones, secuencias de ADN con la 

capacidad de flanquear genes, escindirlos e insertarlos; plásmidos que son módulos genéticos 

circulares que coexisten independientes del cromosoma, transportan genes (ARG, factores de 

virulencia, etc.) y con origen de replicación propio. Los movimientos intercelulares “clásicos” 

en procariotas pueden clasificarse en: transformación natural que refiere a la incorporación de 

ADN exógeno al cromosoma bacteriano; en la transducción ciertos genes son movilizados por 

virus bacterianos (bacteriofagos o fagos); por último, en la conjugación ciertas bacterias 

transportan directamente ADN a otra bacterias “emparentadas” (Burmeister, 2015; Sun, 2018).  

 

Los bacteriófagos son considerados las partículas más abundantes en el planeta (1031 ) 

(Comeau et al., 2008), infectan exclusivamente bacterias, la mayoría poseen una cápside de 

proteínas que protege su genoma (ADN o ARN, de cadena simple o doble, 3.4kb -500 kb); su 
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arquitectura fagómica es usualmente mosaica lo cual refleja un inusual elevado nivel de 

intercambio genético y probablemente representen el mayor sumidero de genes inexplorados 

en la biósfera (Hatfull, 2008; Keen, 2015). La genómica comparativa ha permitido dilucidar 

coevolución entre los cromosomas bacterianos y sus fagos (profagos o sus restos integrados), 

se identifican algunos casos en los que los fagos inscritos codifican factores de virulencia 

bacterianos (toxinas, superantígenos, proteínas de unión, lisinas) (Boyd, 2012), necesarios para 

causar enfermedad (Corynebacterium diphtheriae, Streptococcus pyogenes, entre otros); se 

estima que alrededor del 20% del total de los genomas bacterianos  fueron adquiridos por 

bacteriófagos o similares (Brüssow et al., 2004). Su diversidad puede ser agrupada dependiendo 

del ciclo replicativo. En el ciclo lítico los fagos “líticos” secuestran la maquinaria replicativa 

de su host y causan lisis bacteriana, generando una nueva progenie de viriones; a diferencia de 

los fagos “temperados” que generalmente se integran al cromosoma bacteriano, pero también 

podrían tomar la ruta lítica (Salmond & Fineran, 2015); hay que aclarar que en algunos casos 

la inserción de profagos puede ser perjudicial para el host por la inactivación de genes 

funcionales (Bernhardt et al., 2000). 

 

La transducción se refiere a la transferencia de ADN extraño, es mediada por bacteriófagos; se 

puede dividir en transducción especializada, cuando hay una transferencia limitada de genes  y 

que son, generalmente cercanos al sito de escisión aberrante en el cromosoma del host(Chiang 

et al., 2019). A diferencia de la transducción generalizada, donde se encapsulan y movilizan 

segmentos aleatorios de ADN bacteriano huésped (cromosomal o plasmídico)(Beumer & 

Robinson, 2005). Otro de los mecanismos de intercambio de ADN está liderado por agentes de 

transferencia genética (GTA del inglés Gene Transfer Agents), partículas similares a fagos, que 

son profagos remanentes del huésped bacteriano pero carecen de las características que definen 
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a los bacteriófagos,  y a pesar de que las tasas de  transferencia mediada por GTA’s  son 

superiores a la transformación y transducción, sus mecanismos aún no han sido dilucidados por 

completo (Lang et al., 2012; McDaniel et al., 2010).  

 

Los bacteriófagos de afluentes WWTP’s al ser parte de las poblaciones microbianas intestinales 

de humanos y animales podrían ayudar a entender la diseminación de genes de resistencia a los 

antibióticos, que circulan en un punto geográfico determinado (Colomer-Lluch, Imamovic, et 

al., 2011; Muniesa et al., 2004). El presente estudio empleó afluentes de 27 WWTP’s municipal 

en el cantón Quito (provincia de Pichincha), con la finalidad de identificar   15 ARG’s de 

importancia clínica y el gen de integrón- integrasa de clase 1 (intl1) en el ADN de la fracción 

fágica y entender, de existir, sus patrones de diseminación en un trimestre. Tomando en cuenta 

los indicadores y la clasificación de los antibióticos de la Organización Mundial de la Salud 

(OMS) para evaluar el patrón de prescripción de antibióticos o que recurrentemente se utilizan 

para las infecciones (MUGADA et al., 2021), fueron estudiados los siguientes genes que 

confieren resistencia a β-lactámicos (blaCTX-M), tetraciclina (tet-A,B,C), fosfomicina (fos-

A,C,L), sulfonamida (sul-1,2,3), oxacilina (mec-A), gentamicina (aacA-aphD), eritromicina 

(erm-A,C), aminoglucósido (aph(3’)-IIIa), colisitina (mrc-1,2,3,4,5).  
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MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Cepas de referencia 

 

Como controles positivos se utilizó bacterias donadas por el Instituto de Microbiología de la 

Universidad San Francisco de Quito (IM-USFQ) y el Instituto Nacional de Investigación en 

Salud Pública – INSPI (Sede Quito), para los genes: blaCTX-M (E. coli), mrc-1 (E. coli), tet-A 

(E. coli), tet-B (S. enterica serovar Typhimurium), tet-C (S. enterica serovar Typhimurium), 

fos-A (E. coli), sul-1,2,3 (E. coli), mec-A (S. aureus), aacA-aphD (S. aureus), erm-A,C (E. coli), 

aph(3’)-IIIa (S. aureus).  

 

Sitios de muestreo y preparación de muestras  

 

 

Se recolectó agua residual de los afluentes de 27 WWTP’s del cantón Quito (Pichincha 

Ecuador) como lo grafica la Figura 1 (para consultar coordenadas consultar Tabla 

suplementaria 1), se realizó un muestreo puntual. Tomando en cuenta la variación estacional de 

la precipitación mensual de Pichincha (1200 mm), se seleccionó los meses de: junio, julio y 

agosto que corresponden a época de estiaje (periodo con la menor precipitación 

mensual)(Reinoso, 2015).  En el punto de muestreo, el operador recolectó 750-800 ml  de agua 

residual del afluente (a 25 cm de profundidad), en recipientes de vidrio (1000 ml), previamente 

autoclavados (1 atm.,121 ° C; 15 min; HCL 10%), las muestras se transportaron a 4º C, hasta 

la llegada al Laboratorio de Microbiología del Colegio de Ciencias de la Salud de la 

Universidad San Francisco de Quito (COCSA-USFQ)(Borja-Serrano et al., 2020) 
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Concentración de aguas residuales (100X) 

 

Para la concentración de aguas residuales 100X se siguió la metodología de  (Martínez Wassaf 

et al., 2014), con algunas modificaciones.  A partir de cada muestra se alicuotó 100 ml de agua, 

se centrifugó (4000 rpm, 20 min, 4º C), el sobrenadante (S1) se almacenó, el pellet se pesó 

(peso Falcon + pellet – peso Falcon) y se agregó 3 veces de solución de extracto de carne al 3% 

en NaNO3 2M (pH 5.5) respecto al peso del pellet, para dar una proporción 3:1. Se incubó en 

agitación (4ºC, 1h, 180 rpm); luego se centrifugó (8300 rpm, 20 min, 4º C) y se obtuvo el S2. 

Tanto el S1 como el S2 se homogenizaron y se ajustó el pH a 6,5-7,2; a S1+S2 se agregó PEG 

6000 al 10% (w/v) y NaCl 2% (w/v), y se dejó en agitación (120 rpm,24h, 4ºC).   

 

Al día siguiente, se centrifugó (8300 rpm, 25 min, 4º C) y se descartó el sobrenadante. El pellet 

se resuspendió en 1 ml de PBS (pH 7.4) y se modificó el pH a 8.0 mediante el agregado de 

NaOH 0.1N, se incubó en agitación (4ºC, 1h, 60 rpm). Posteriormente, se centrifugó (8300 rpm, 

20 min, 4º C), el sobrenadante resultante es la muestra concentrada 100X. La muestra se 

identificó con una numeración y el nombre de la WWTP, para finalmente almacenar: 250 µl a 

-80º C y 750 µl a 4º C.  

 

Purificación de fracción fágica 

 

Tras concentrar 100X mensualmente las muestras, se procedió con la respectiva purificación 

de fagos, con la que se elimina bacterias, vesículas, ADN y ARN, como lo describe (Blanco-

Picazo et al., 2023; Calero-Cáceres & Muniesa, 2016), con ciertas modificaciones.  Para la 

filtración se utilizó filtros de nitrocelulosa (0,22 μM) Polyether Sulfone (PES) low-protein-

binding membranes (Millex-GP Millipore, Bedford, MA). Para asegurar la ausencia de la 
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fracción bacteriana, se agregó cloroformo (10% v/v), se incubó en agitación (60 rpm, 5 min, 

temperatura ambiente), luego se centrifugó (4000 rpm, 10 min, 4º C), se colectó únicamente la 

fracción superior y se colocó en nuevos tubos eppendorf. Como control esta fracción se sembró 

en medio LB (50 μL por duplicado, extensión en placa) e incubó (24 H, 36º C) para 

posteriormente evaluar la presencia bacteriana residual, con el crecimiento de colonias, y 

únicamente las muestras que no evidenciaron crecimiento avanzaron al siguiente paso. 

Finalmente, se realizó un ensayo de “spot-test” con 2 μL del filtrado, sobre agar LB duro (2%) 

y suave (0.7%) con cepas ATCC de E. coli (25922, Top 10, J53) como huésped, para de esta 

manera corroborar la presencia/ausencia de bacteriófagos por la visualización de calvas.  

 

Eliminación de ADN extraviral 

 

En un tubo eppendorf se mezcló 450 μl de la fracción viral entera (filtrada y evaluada), 50 μl 

buffer de reacción 10X RQ1 (400mM Tris-HCl pH 8.0, 100 mM MgSO4 y 10 mM CaCl2), 2 

μl de DNAsa (1 u/μl) y 1-2 μl de solución A RNAsa (4 mg/ml). Se homogenizó e incubó (1h 

30 min, a 37 °C). Después se añadió 50 μl de EDTA (0.5 M, pH 8) y se incubó (5 min, a 

temperatura ambiente) y luego en un termobloque ( 15 min, 70 °C). Para comprobar la 

degradación completa del ADN se realizó PCR del gen 16s rRNA (Forward-primer-S-D-Bact-

0341-b-S-17; Reverse-primer-S-D-Bact-0785-a-A-21) (Tabla 1; Tabla suplementaria 2). Todas 

las muestras fueron compiladas en refrigeración (4º C).  
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Extracción de ADN 

 

A partir de cada muestra se pipeteó 200 μl en el casete del “Nucleic Acid Extraction Kit 

(Magnetic Bead Method)” que opera con el equipo Bioperfectus SMPE-960.  La concentración 

(ng/μl) y pureza del ADN de fago extraído se determinó mediante un espectrofotómetro 

NanoDrop (NanoDrop Technologies, Thermo-scientifics, Wilmington, USA). Las muestras se 

almacenaron a -20°C.  

 

Detección molecular de genes de resistencia a los antibióticos (ARG), los genes 16s rRNA y 

intl1 

 

En primer lugar se identificó los genes intl1  y 16s rRNA, así como  los genes de resistencia a 

los antimicrobianos (ARG’s):  Cefotaxime (𝑏𝑙𝑎𝐶𝑇𝑋−𝑀) (Hasibuan et al., 2018); Colistina (mrc-

1,2,3,4,5)(Borowiak et al., 2017; Rebelo et al., 2018); Tetraciclina (tet-A,B,C) (Ng et al., 2001); 

Fosfomicina (fos-A,C,L)(Freire et al., 2023); Sulfonamida (sul-1,2,3)(Kerrn, 2002; Wu et al., 

2010); Oxacilina (mec-A), Gentamicina (aacA-aphD), Eritromicina (erm-A,C)(Strommenger 

et al., 2003), Aminoglucósido (aph(3’)-IIIa)(Udo & Dashti, 2000).  Para la configuración de 

las PCR multiplex y tres singleplex, se empleó la ADN polimerasa de Invitrogen™ Platinum™ 

Hot Start PCR Master Mix (2X) y dNTPs con un volumen final de 10 μl/reacción, las 

concentraciones finales de los componentes varían de acuerdo a cada PCR (revisar la Tabla 

Suplementaria 2). Las bandas se visualizaron con 5 μL de cada producto de PCR en 

electroforesis con agarosa del 1.5-2% y 100 V, dependiendo las condiciones.  
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Análisis estadístico y geográfico espacial 

 

El análisis de datos se realizó con R v4.3.1(Ihaka & Gentleman, 1996). Se implementó el 

paquete (dplyr  v1.1.3)  (Wickham et al., 2023) para el cálculo de porcentajes (abundancia) de 

los genes en cada punto de muestreo o a lo largo de los tres meses, y los gráficos respectivos 

de estos datos se realizaron con ggplot2 v3.4.4 (Wickham, 2016). Los graficos resultantes 

correspondieron a gráficos de barras obtenidos bajo la función geom_bar, y gráficos de calor o 

heat-maps con las funciones geom_tile y scale_fill_gradient del paquete (ggplot2 v3.4.4)  

(Wickham, 2016). Para dilucidar las posibles relaciones espaciales entre la prevalencia de genes 

de resistencia a los antibióticos, la densidad de población y la cobertura del suelo, se 

construyeron mapas utilizando ArcGIS Pro v.10.8.2 (ESRI, 2023). Para el mapa de densidad 

de población, los conjuntos de datos se obtuvieron del Proyecto de Intercambio de Datos 

Humanitarios (https://data.humdata.org/dataset). Estos datos se interpolaron para crear una 

superficie continua que representa la densidad de población en diferentes áreas. En este 

contexto, la densidad se cuantifica como el número de personas por 345,6 metros cuadrados. 

Se establecieron categorías de densidad donde una densidad alta se indica con un valor de 19,4 

y una densidad baja se representa con un valor de 1,7. En cuanto al mapa de cobertura del suelo, 

diferencia visualmente los diversos tipos de ecosistemas que se encuentran en el área de estudio, 

según las clasificaciones proporcionadas por el estudio de (Ron, 2020). 

 

 

 

 

 

https://data.humdata.org/dataset
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RESULTADOS 

 

Purificación de fracción fágica 

 

Tras la concentración (100X) de 27 muestras mensuales, correspondientes los meses de junio, 

julio y agosto, se obtuvo un total de n=81 concentrados (1 ml c/u), que fueron rotulados por un 

código numérico (1-27), previo a su inmediato almacenamiento a 4 ºC, todas las muestras 

pasaron los controles correspondientes a la ausencia bacteriana, ácidos nucleicos y mantenían 

la capacidad  de causar lisis (calvas) a al menos  a una de   las 3 E. coli ATCC (25922, Top 10, 

J53) expuestas (Figura 2).  

 

Detección molecular de genes de (ARG’s, 16s rRNA e intl1 en el ADN de la fracción fágica 

 

Se estandarizó la PCR convencional de los genes objetivo (16s rRNA, intl1, y 15 ARG’s, 

(Figura suplementaria 1) conforme a las condiciones de la Tabla 1. Para cada una de las 81 

muestras se corrió 17 reacciones de PCR’s distintas y su visualización en gel de agarosa 1,5-

2%. Las bandas resultantes se compararon en tamaño con el control positivo y el Ladder (100 

pb DNA Ladder, Invitrogen™) (Figura 3).  

En este estudio 8 de los 15 ARG’s objetivo fueron identificados en el ADN de la fracción fágica 

de los afluentes de las 27 WWTP durante los 3 meses (Figura 4). Se identificó una alta 

prevalencia del gen intl1 encontrándose en 74.1% de las muestras testeadas, la presencia del 

gen intl1 durante los 3 meses de muestro guarda una correlación estadísticamente significativa 

con las WWTP que presentan mayor número de genes de resistencia identificados (r=0.7 
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p<0.001) ; Y, como lo grafica la Figura 5 los ARG sul-1 (70.4%) y sul-2 (61.7%) fueron los 

genes más prevalentes seguidos por los ARG  tet-C (37%), aph(3’)-IIIa (24.7%),tet-A (18.5%), 

tet-B(7.4%), 𝑏𝑙𝑎𝐶𝑇𝑋−𝑀 (4.9%) y el ARG sul-3 (3.7%) fue el menos frecuente.  

 

De acuerdo con el heatmap de la Figura 6a. y 6b. se puede visualizar que el número de 

resistencias encontradas (suma de positivos por cada mes y ARG por WWTP) varió, es decir 

no hay un patrón de positividad para cada WWTP. De la misma manera, la Figura 6c. permite 

entender que, en cada una de las 27 WWTP no se mantiene un perfil de resistencia mensual.  

Tras realizar el análisis multidimensional para divisar agrupamientos de ARG’s por WWTP no 

se los identifica, por la alta variabilidad de detección de ARG’s (Figura 7c). 

 

El gen que con más frecuencia se encontró fue sul-1, identificándose en 18, 19 y 21 muestras 

de las 27 evaluadas, correspondientes a los meses de junio, julio y agosto, respectivamente. A 

diferencia de, sul-3 que fue el ARG que se encontró con menor frecuencia, identificándolo 

únicamente en el mes de julio en 3 de las 27 WWTP’s evaluadas (Figura 6c). De acuerdo con 

la Figura 7a. se visualiza que el mes de agosto presenta la mayor positividad de ARG’s 

detectados, seguidos de los meses de julio y junio.  Durante los tres meses de muestreo, de 

acuerdo con la Figura 7b, se logra entender que las WWTPs con mayor positividad son “La 

Delicia” y “Las Tolas”, mientras que los afluentes con la menor positividad fueron las WWTP’s 

“La Merced y Chavezpamba”. 
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DISCUSIÓN 

 

Persiste la controversia sobre cómo ciertos genes de resistencia se diseminan por diversos 

escenarios incluyendo los entornos clínicos y los productos de consumo directo como: 

hortalizas y carne (pollo, pescado, mejillones) (Blanco-Picazo et al., 2023; Calero-Cáceres et 

al., 2019; Colomer-Lluch, Jofre, et al., 2011; Shousha et al., 2015). A pesar de que la 

transducción ha sido descrita hace más de 70 años (1952) (Parkinson, 2016), la contribución de 

los bacteriófagos como intermediarios ambientales en la movilización de ARG’s entre cepas 

resistentes y las cepas sensibles necesita ser descrita a profundidad (Calero-Cáceres et al., 

2019). 

Algunos autores parten de la premisa que las WWTPs son verdaderos sumideros de ARG’s, 

esto podría explicarse por a la alta abundancia y diversidad microbiana, sumado a la alta 

concentración de ADN libre y la elevada prevalencia de Mg2+, Ca2+ y fosfato, factores que 

promoverían eventos de transferencia horizontal de genes (HGT) (Volkmann et al., 2004). De 

acuerdo con numerosos estudios (Blahová et al., 1993; Muniesa et al., 2004; Schmieger & 

Schicklmaier, 1999), los fagos movilizan no solo ARG’s entre las bacterias sino, genes que 

codifican factores de virulencia y otros genes, mediante transducción generalizada.  

 

En las parroquias del Noroccidente del cantón Quito (Pacto Nanegal y Gualea) se visualiza que 

sus WWTP’s presentan la mayor positividad y diversidad de ARG’s, frecuencia que se 

mantiene durante el trimestre evaluado. Esto se puede correlacionar con sus actividades 

productivas, en las que comúnmente no hay una regularización en cuanto al uso de antibióticos,  

como son: la piscicultura, agricultura, ganadería y avicultura (GAD-Gualea, 2023; GAD-

Nanegal, 2023; GADP-Pacto, 2023).  
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En las WWTP’s complementarias se encontraron ARG’s en las fracciones fágicas de casi todos 

los afluentes de estos sistemas de tratamiento. Esto podría deberse a que las muestras de agua 

fueron tomadas en parroquias, mayoritariamente rurales, donde los pequeños productores no 

tienen la guía agropecuaria o veterinaria y utilizan antibióticos sin prescripción, esto se 

evidencia en el estudio en leche cruda comercializada en los cantones de la provincia de 

Pichincha por Puga-Torres y colaboradores (2024) donde se encontró que la mayoría de las 

muestras tenían residuos de sulfonamidas, tetraciclinas, betalactámicos y aminoglucósidos 

(Puga-Torres et al., 2024). 

 

intl1  

 

Dentro de los elementos genéticos móbiles (MGE’s del inglés Mobile Genetic Elements) 

destaca el integrón- integrasa (intl1), que está correlacionado con una amplia gama de 

contaminantes (antibióticos, metales pesados) (Piergiacomo et al., 2020).  En este estudio 

presentó una alta prevalencia (74.1%), lo cual guarda concordancia con el estudio de (Yang et 

al., 2018) quienes encontraron intl1 en más de la mitad de sus muestras (66.7%), en un estudio 

muy similar en busca de ARGs en bacteriófagos en el río Funan en la provincia de Sichuan, 

China. Curiosamente se encontró que la positividad trimestral del gen intl1 identificado por 

cada WWTP muestreada es directamente proporcional a la positividad de ARG’s (trimestral) 

encontrados en los mismos lugares de muestreo, por ejemplo, en las WWTP’s: “La Calera”, 

“Chavezpamba”, “La Merced”, “Nuevos Horizontes” se encontró la menor positivad de ARG’s 

e intl1. Los integrones de clase 1 frecuentemente llevan casetes de genes asociados con 

resistencia antibiótica de relevancia clínica (HALL et al., 1999; He et al., 2014).  La alta 

prevalencia encontrada del intl1 y su correlación significativa con los ARGs, posiblemente 
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incrementaría la probabilidad de la transferencia horizontal de estos genes de resistencia para 

antibióticos y su diseminación a nivel ambiental.  

  

sul-1, sul-2, tet-C 

 

Estos tres genes tuvieron la mayor prevalencia en nuestro estudio con valores sobre el 70%, 

60% y 30% respectivamente, lo que se correlaciona con los estudios de (Colomer-Lluch et al., 

2014; Yang et al., 2018), en los que analizan la prevalencia de genes de resistencia a antibióticos 

en la fracción de ADN, e identificaron frecuencias similares a las descritas en este estudio (sul-

1> sul-2> tet-C). Lo mencionado puede explicarse debido a que las sulfonamidas tienen alto 

nivel de persistencia ambiental, por su alta solubilidad (Heise et al., 2006; Luo et al., 2011). 

Con respecto a tet-C, las tetraciclinas no son biodegradables y se pueden absorber fácilmente 

en los lodos de las WWTP’s (Kim et al., 2005; Zhang & Zhang, 2011).   

 

blaCTX-M, mec-A  

 

Con respecto al gen 𝑏𝑙𝑎𝐶𝑇𝑋−𝑀,  en nuestro estudio encontramos que presenta una frecuencia 

alrededor del 5% del total de muestras, resultados que fueron similares a los estudio de (Quirós 

et al., 2014) donde 𝑏𝑙𝑎𝐶𝑇𝑋−𝑀 en la fracción de ADN fágico mantiene una de las prevalencias 

más bajas (4,9%). A pesar de la baja prevalencia, la identificación de 𝑏𝑙𝑎𝐶𝑇𝑋−𝑀 dada su 

importancia en entornos clínicos (Haenni et al., 2014), a nivel ambiental puede suponer una 

amenaza importante para la salud pública(Yang et al., 2018). En nuestro estudio no se encontró 

mec-A, en general otros estudios no lo identifican o su presencia es muy baja (Colomer-Lluch 
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et al., 2014; Colomer-Lluch, Jofre, et al., 2011; Pires et al., 2023; Volkmann et al., 2004).  Esto 

puede deberse a que en general las bacterias del género Staphylococcus  que conlleven la 

resistencia a la meticilina no se encuentran con gran frecuencia en el tracto intestinal (Quirós 

et al., 2014).  

 

aph (3′)-IIIa, tet-A, tet-B, sul-3 

 

En nuestro estudio identificamos con la siguiente frecuencia a los genes  aph (3′)-IIIa (24.7%) 

> tet-A (18.5%) > tet-B (7,4%) > sul-3 (3,7%). Resultados similares con el estudio de (Yang 

et al., 2018), quienes encontraron una prevalencia del 16.7% para el gen aph (3′)-IIIa, que 

codifica el aminoglucósido fosfotransferasa y confiere resistencia a los aminoglucósidos 

(Shokravi et al., 2015). Los resultados del estudio de (Shin et al., 2022), son comparables,  

quienes al trabajar en la fracción bacteriana de afluentes de WWTP, identificaron un patrón 

similar de genes de resistencia en el ambiente conformado por genes de resistencia para 

aminoglucósidos (aadA1, aph (3′)-IIIa, aac (6’) y strA),  β-lactámicos (𝑏𝑙𝑎𝐾𝑃𝐶 , 𝑏𝑙𝑎𝑁𝐷𝑀 , 

𝑏𝑙𝑎𝑂𝑋𝐴  y 𝑏𝑙𝑎𝐼𝑀𝑃), glycopeptidos (vanC, vanD), sulfonamidas  (sul-1 y sul-3) y tetraciclina 

(tet-B, tet-C, tet-M).  

 

fos-A,C,L; aacA-aphD; erm-A,C; mrc-1,2,3,4,5 

 

Tomando en cuenta que los ARG’s fos-A,C,L; aacA-aphD; erm-A,C; mrc-1,2,3,4,5 no fueron 

detectados en ninguna WWTP durante los 3 meses evaluados. Una probable densidad 

bacteriana baja con estos ARG’s en su genoma podría explicar su ausencia en bacteriófagos. 

Y, tomando en consideración que autores como  (Colomer-Lluch et al., 2014; Colomer-Lluch, 
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Imamovic, et al., 2011; Colomer-Lluch, Jofre, et al., 2011) han manifestado que la densidad de 

estos ARG’s en bacteriófagos es normalmente menor a la encontrada en el ADN bacteriano. 

 

Importancia en las plantas de tratamiento de aguas (WWTP) 

 

En un contexto general se evidencia que los perfiles de resistencia de cada WWTP son 

altamente dinámicos, en prevalencia y frecuencia, adentro de cada WWTP y entre los meses 

evaluados (Figura 6).  Estas marcadas diferencias según (Pires et al., 2023)pueden asociarse al: 

i) uso diferencial de antibióticos (veterinario, comunidad y hospitales), ii) variedad de insumos 

ambientales en las cuencas de captación de WWTP, iii) incremento y variabilidad del consumo 

ponderado de la población de antibióticos (con objetivos veterinarios y humanos).   

  

Fagos 

 

Ya se ha demostrado, en el ecosistema intestinal de los mamíferos, que el tratamiento con 

antibióticos conduce al enriquecimiento de fagomas con ARG’s  que confieren resistencia al 

medicamento administrado(Modi et al., 2013).  Este estudio aporta evidencia a la presencia 

ARG’s en el ADN de bacteriófagos de aguas residuales. La posibilidad de que estos 

bacteriófagos sean mediadores ambientales o que cumplan funciones similares a “reservorios” 

de genes de resistencia bacteriana contra antibióticos, representa un riesgo latente debido a su 

abundancia; persistencia en cuerpos de agua (Calero-Cáceres & Muniesa, 2016) y estabilidad 

ambiental (Duran et al., 2003). Autores como (UBUKATA et al., 1975) resaltan que la 

transducción generalizada es poco frecuente (entre 10−6  a 10−7  transductantes/Unidades 
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Formadoras de placas), pero debido a que los bacteriófagos son las entidades más abundantes 

(~1030 fagos y ~1025 infeciones) (Dion et al., 2020; Watson et al., 2018), no se puede ignorar 

su contribución a la difusión de ARG’s y otros genes (Liu et al., 2020; Taylor et al., 2019; 

Torres-Barceló, 2018). Este trabajo podría aportar a la idea de que estas partículas  podrían 

ayudar al mantenimiento de la epidemiología dinámica de ARG’s que  inicialmente tuvieron 

una localización cromosómica, por ejemplo en especies de Kluyvera spp. y ahora junto con 

otros elementos de la HGT se ha movilizado a clones multirresistentes pandémicos (D’Andrea 

et al., 2013; Hawkey & Jones, 2009).  

 

Nuestros resultados se limitan al entorno viral, no sabemos si los ARG’s detectados pueden 

conferir resistencia al anfitrión bacteriano específico, al desconocer el entorno genético 

alrededor del ARG  (Colomer-Lluch, Jofre, et al., 2011), quienes también resaltan  la 

complejidad de  replicar a nivel de laboratorio el fenómeno de la transducción que desencadene 

en la resistencia bacteriana, algunos aspectos que complican este objetivo son: i) la 

identificación de cepa receptora  y bacteriófago donador; ii) dificultad de recreación de 

condiciones físico-químicas y biológicas idóneas. Varios equipos lo han logrado, es el caso de 

(Pfeifer et al., 2022) quienes dilucidaron que los fago-plásmidos son capaces de difundir ciertos 

genes de resistencia (cefalosporinas de amplio espectro, carbapenémicos, aminoglucósidos, 

fluoroquinolonas y colistina) a través de la infección y la conversión lisogénica.  

En esta misma línea el uso de cloroformo puede haber impactado en la proporción de ciertos 

grupos de fagos. De acuerdo con (Bisen et al., 2024), el uso del cloroformo podría introducir 

un sesgo al resultar en la pérdida de abundancia de ciertos grupos de fagos (por ejemplo fagos 

sin cola y miembros de la familia Tectiviridae), debido a su sensibilidad.   
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CONCLUSIONES 

 

Los resultados del presente estudio indican que los bacteriófagos libres, colectados a partir de 

afluentes de 27 WWTP‘s del cantón Quito  (Pichincha-Ecuador), codifican en su ADN genes 

de resistencia a los antimicrobianos (ARG’s), con la siguiente frecuencia:  sul-1> sul-2 > tet-C 

> aph(3’)-IIIa > tet-A>tet-B> blaCTX-M> sul-3. 

 

Los bacteriófagos dependiendo del sitio geográfico estudiado contienen cantidades variables 

de ARG’s, de acuerdo al  nivel de diseminación.  

 

Debido a su abundancia y persistencia ambiental, los bacteriófagos incrementarían la 

probabilidad de propagación de estas y otras nuevas resistencias a los antibióticos. Su dinámica 

debe ser tomada en cuenta en el desarrollo de medidas de contención para la resistencia 

bacteriana a los antibióticos 
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RECOMENDACIONES 

 

Se recomienda emplear aquellas muestras con altas tasas de positividad, para a futuro aislar, 

purificar y secuenciar bacteriófagos, con la finalidad de entender su arquitectura genética y 

evaluar la probabilidad de transducción.  Esto podría ser utilizado para relacionarlo con la 

implementación de medidas preventivas epidemiológicas que tomen en cuenta los 

bacteriófagos, y focalizarlas en la detección, análisis, prevención de exposición a estos 

reservorios de resistencia antimicrobianos.  
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Tabla 1:  Primers utilizados en este estudio 

 

Gen objetivo  Dirección de secuencia (5` - 3`) 
amplicón 

(pb) 
Reference 

mrc-1 
AGTCCGTTTGTTCTTGTGGC 

320 
 

 

 

(Rebelo et al., 2018) 

  

  

  

  

AGATCCTTGGTCTCGGCTTG 

mrc-2 
CAAGTGTGTTGGTCGCAGTT 

715 
TCTAGCCCGACAAGCATACC 

mrc-3 
AAATAAAAATTGTTCCGCTTATG 

929 
AATGGAGATCCCCGTTTTT 

mrc-4 
TCACTTTCATCACTGCGTTG 

116 
TTGGTCCATGACTACCAATG 

mrc-5 
ATGCGGTTGTCTGCATTTATC 

1644 
(Borowiak et al., 2017) 

  TCATTGTGGTTGTCCTTTTCTG 

tet-(A) 
GCT ACA TCC TGC TTG CCT TC 

210 

(Ng et al., 2001) 

  

  

  

CATAGATCGCCGTGAAGAGG 

tet-(B) 
TTG GTT AGG GGC AAG TTT TG 

659 
GTA ATG GGC CAA TAA CAC CG 

tet-(C) 

CTT GAG AGC CTT CAA CCC AG 

418 ATG GTC GTC ATC TAC CTG CC 

TAAATTGGCACCCTGTAGGC 

fosA 
CATCTGACSCTSGCGGTCAG  

316  

 

 

(Freire et al., 2023) 

  

  

  

TGCAGYTCCAGYTTRTGSCC  

fosC 
TGGAGGCTACTTGGATTTG  

217 
AGGCTACCGCTATGGATTT 

fosL 
GCCAAGCTAATTCAAAAAGGC  

140 
ACACGACATTGCTTCAAG CG 

sul1 
CGGCGTGGGCTACCTGAACG  

433  

(Kerrn, 2002) 

  

  

GCCGATCGCGTGAAGTTCCG  

sul2 
GCGCTCAAGGCAGA TGGCA TT  

293 
GCGTTTGATACCGGCACCCGT  

sul3 
CAGATAAGGCAATTGAGCATGCTCTGC 

569 
(Wu et al., 2010b) 

  AGAATGATTTCCGTGACACTGCAATCAT 

mecA 
AAAATCGATGGTAAAGGTTGGC 

532 
 

 

 

 

(Strommenger et al., 2003) 

  

  

  

AGTTCTGCAGTACCGGATTTGC 

aacA-aphD 
TAATCCAAGAGCAATAAGGGC 

227 
GCCACACTATCATAACCACTA 

erm(A) 
AAGCGGTAAACCCCTCTGA 

190 
TTCGCAAATCCCTTCTCAAC 
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erm(C) 
AATCGTCAATTCCTGCATGT 

299 
  

TAATCGTGGAATACGGGTTTG 

aph(30)-IIIa 
GCCGATGTGGATTGCGAAAA 

269 

 

(Udo & Dashti, 2000) 

  GCTTGATCCCCAGTAAGTCA 

blaCTX-M 

ATGTGCAGYACCAGTAARGTKATGGC  

 
539 

 

(Hasibuan et al., 2018) 

TGGGTRAARTARGTSACCAGAAYCAGCGG  

 

16S 
CCTACGGGNGGCWGCAG 464 (Klindworth et al., 2013) 

  
GACTACHVGGGTATCTAATCC 

intI1 
GGGTCAAGGATCTGGATTTCG 484 Mazel et al., 2000) 

  
ACATGCGTGTAAATCATCGTCG 

 

F: Forward primer,R: Reverse primer. 

 

 

 

Figura 1.: Ubicación de los puntos de muestreo. Los afluentes de 27  Plantas de tratamiento 

de agua residual, distribuidas en diferentes parroquias del cantón Quito,  fueron muestreados 

en un período de estiaje durante los meses de Junio, Julio y Agosto del 2023.  
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Figura 2: Controles pre-extracción de ADN. a. ausencia de colonias bacterianas en placa 

(LB), cada uno de los 81 concentrados fueron cultivados por extensión en placa,  después de 

ser filtrados (0,22 μM PES) y expuestos a cloroformo (10% v/v). b. Ensayo spot-test, las 

muestras reflejan la presencia de bacteriófagos al lisar E. coli ATCC (25922, Top 10, J53. c. 

accion enzimática DNAsa y RNAsa para eliminación de ácidos nucleicos extravirales, todos 

los concentrados reflejaron ausencia total del gen ribosomal (16s) mediante su identificación 

por PCR.  

a b

. 

c 
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Figura 3: electroforesis en gel de agarosa para la identificación de resistencias a la 

sulfonamidas sul-1 (433 pb), sul-2 (293 pb) y sul-3 (569 pb) del mes de Junio (L: ladder  100 

pb).  
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Figura 4: Identificación trimestral de genes de resistencia en afluentes de 27 WWTP’s 

(Population density and ground cover). 
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Figura 5: Prevalencia de ARG’s objetivo en los afluentes de los WWTP’s. 8 de los 15 ARG’s 

son identificados durante los tres meses evaluados, se identifica una considerable correlación 

de estos genes con gen intl1 (p<0.001).  
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Figura 6: a.Conteo positivo por cada WWTP y por cada mes. b. Positividad por ARG en el 

trimestre evaluado c. Positividad mensual de cada ARG por WWTP. 

a. b. 

c. 
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Figura 7: a.Sumatoria de positividad mensual de ARG por mes. b.Sumatoria de positividad de 

ARG por WWTP. c.Análisis multidimensional de la variabilidad de ARG. 

 

 

a. b. 

c. 
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ANEXO A: COORDENADAS DE WWTP’S   

N° WWTP’S COORDENADAS PARROQUIA 

1 Cochauco 0º 15' 14.903" S 78º 18' 52.103" W Pifo 

2 La Perla 0º 11' 34.974" N 78º 41' 5.023" W Nanegal 

3 Gualea Cruz 0°06'47.4" N 78° 44'16.2" W Gualea 

4 Quitumbe 0º 18' 2.495" S 78º 33' 21.608" W Quitumbe 

5 Nono 0º 3' 46.5" S 78º 34' 46.023" W Nono 

6 Lloa 0º 15' 12.748" S 78º 36' 28.186" W Lloa 

7 Bellavista 0°12'19.0980" N 78°43'26.3400" W Gualea 

8 Ingapi 0°07'45.310" N  78°47'40.1880" W  Pacto 

9 San Luis de Alonguicho 0°06'19.6920" N 78°21'46.6200" W Puéllaro 

10 Pinguilla 0°04'27.8300" N  78°23'55.5000" W  Puéllaro 

11 Alonguicho 0°05'55.6560" N 78°21'48.3300" W Puéllaro 

12 Puéllaro 0°03'53.1"N 78°24'28.6"W Puellaro 

13 Las Tolas 0°04'32.9040" N 78°46'25.9020" W  Gualea 

14 La Delicia 0º8'37.5420" N 78°47'53.2720 W Pacto 

15 Cachuco 0º 3' 4.841" S 78º 18' 45.661" W Guayllabamba 

16 Chaquibamba 0°03'00.3" S 78°18'41.0" W Puéllaro 

17 Yurac 0º 22' 16.836" S 78º 21' 59.907" W Pintag 

18 Chachil 0º 20' 16.152" S 78º 22' 39.715" W Pintag 

19 Villaflora 0º 20' 20.204" S 78º 23' 44.679" W Pintag 

20 El Chorro 0º 23' 44.123" S 78º 22' 47.26" W Pintag 

21 Santo Domingo 0º 19' 18.416" S 78º 22' 21.146" W Pintag 

22 La Calera 0°10'18.9660" N 78°22'26.0880" W  San José de Minas 

23 Chavezpamba 0º 7' 32.704" N 78º 24' 26.27" W Chavezpamba 

24 La Merced 0º 10' 53.973" N 78º 23' 10.65" W San José de Minas 

25 Nuevos Horizontes 0º 22' 17.004" S 78º 30' 16.421" W Amaguaña 

26 San Juanito 0º 19' 18.416" S 78º 22' 21.146" W Pintag 

27 Pinantura 0º 25' 14.626" S 78º 22' 11.782" W Pintag 

 

Tabla suplementaria 1: coordenadas de WWTP’s muestreadas trimestralmente 
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ANEXO B: CONDICIONES DE PCR ARG’S, 16S, INTL1 . 

Primer C. Final C2 (µM) Condiciones de corrida 

 mrc-1-F 0,2 Denaturación (94°C, 15 min),  25 ciclos a:   ( 94 °C, 30 s),  ( 58 °C, 90 s) y (72°C, 60 s). Y,  ( 72°C for 10 min). 

 mrc-1-R 

 mrc-2-F 

 mrc-2-R 

 mrc-3-F 

 mrc-3-R 

 mrc-4-F 

 mrc-4-R 

 mrc-5-F 

 mrc-5-R 

 tet-(A) F 1 Denaturación (94°C, 5 min),  35 ciclos a:   (94 °C, 1 min),  (55 °C,  1min) y (72°C, 1 min). Y,  (72°C for 5 min). 

 tet-(A) R 

 tet-(B) F 0,25 

 tet-(B) R 

 tet-(C) F 

 tet-(C) R 

 fosA F 0,2 Denaturación (95°C, 5 min),  35 ciclos a:   ( 95 °C, 30 s),  ( 58 °C, 30 s) y (72°C, 60 s). Y,  ( 72°C for 10 min). 

 fosA R 

 fosC F 

 fosL F 

 fosL R 

 sul1 F 0,2 Denaturación (95°C, 5 min),  30 ciclos a:   ( 94 °C, 1 min),  ( 68 °C, 1 min) y (72°C, 2 min s). Y,  ( 72°C for 10 min). 

 sul1  R 

 sul2 F 

 sul2 R 

 sul3 F 

 sul3 R 

 mecA F 0,1 Denaturación (95°C, 3 min),  30 ciclos a:   ( 94 °C, 30 s),  ( 55 °C, 30 s) y (72°C, 30 s). Y,  ( 72°C for 4 min). 

 mecA R 

 aacA-aphD F 

 aacA-aphD R 

 erm(A) F 

 erm(A) R 

 erm(C) F 

 erm(C) R 

 aph(30)-IIIaF  0,3 Denaturación (95°C, 10min),  32 ciclos a:   ( 94 °C, 3min),  ( 60 °C, 45 s) y (72°C, 60 s). Y,  ( 72°C for 5 min). 

 aph(30)-IIIaR 

bact 341 F 0,3 Denaturación (94°C, 3 min),  30 ciclos a:   ( 94 °C, 30 s),  ( 55 °C, 30 s) y (72°C, 30 s). Y,  ( 72°C for 5 min). 

bact 785 R 

 intI1 F 0,25 Denaturación (94°C, 3 min),  30 ciclos a:   ( 94 °C, 30 s),  ( 55 °C, 30 s) y (72°C, 30 s). Y,  ( 72°C for 5 min). 

 intI1 R 

Tabla suplementaria 2: concentración de primers y condiciones de PCR.  
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ANEXO C: ESTANDARIZACIÓN DE PCR’S ARG’S E INTL1 

 

Figura suplementaria 1: estandarización de PCR’s: ARG’s e intl1. 

 


