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RESUMEN 

El telurito es extremadamente tóxico para la mayoría de los organismos vivientes. Sin 

embargo, existen pocas bacterias capaces de crecer y reducir el telurito a cierta~ 

concentraciones. En el presente estudio, se realizó la caracterización de la cepa bacteriana 

denominada como CTe-01 resistente a telurito de potasio. 

Se determinaron las siguientes características: microscópicas y culturales; bioquímicas, 

mediante el sistema automatizado VITEK, la resistencia a diferentes sales de metales 

pesados mediante determinación de MIC; resistencia a antibióticos, por el método de Kirby­

Bauer; el efecto del fosfato de sodio en la resistencia a 1<2 Te03, por medio de curvas de 

crecimiento; amplificación y secuenciación del gen 16S ADNr para identificar la cepa 

bacteriana hasta nivel de especie; se verificó la presencia de ADN plasmidial, por 

electroforesis en gel de agarosa y se realizó el perfil de proteínas totales mediante SDS-PAGE 

Esta bacteria es un bacilo Gram negativo que forma colonias de color negro cuando crece en 

presencia de telurito de potasio. Así mismo, fermenta la glucosa, maltosa, manito! y sacarosa; 

cataliza reacciones químicas mediante las enzimas prolina arilamidasa, tirosina arilamidasa y 

lisina descarboxilasa, utiliza el citrato y succinato como fuente de carbono. Es resistente a 

sales de metales (en ¡Jg/ml; 1<2 Te03, 150; 1<2Cr04, 60; K2Cr207, 50; AgN03, 50; HgCI2, 20; 

NiS04, 450; CoCI2, 150; Na3As03, 300; CuS04, 250; ZnS04, 210; LiCI, >1000; CdCI2, 100) y 

muestra resistencia a antibióticos (en ¡Jg/ml; tobramicina, 20; vancomicina, 30; ampicilina, 

1 O; ampicilina sulbactam, 20). Así mismo, se determinó que el fosfato de sodio afecta el 

crecimiento de la cepa CTe-01 en presencia de telurito de potasio tanto en medio líquido como 

en medio sólido. El análisis de la secuencia permitió identificar la cepa como Aeromonas 

veronii. Porta un plásmido que migra entre las bandas de 6,557 a 9,416 pb con respecto al 

marcador de peso molecular estándar Lambda DNA!Hind 111. En el perfil de proteínas totales, 

no muestra sobreexpresión alguna cuando crece en presencia de telurito. 

Se concluye que la cepa bacteriana CTe-01 corresponde a la especie Aeromonas verionii. 

Palabras claves: Telurito de potasio, Aeromonas veronii. 



l. INTRODUCCIÓN 

La caracterización de microorganismos, incluyendo la identificación bacteriana 

se utiliza en una amplia variedad de aplicaciones, tales como: 1117dicina forense 

microbiana, amenazas de bioterrorismo y estudios ambientales42. A pesar de la falta 

de una definición coherente de especies, la oportuna caracterización e identificación 

de las bacterias siguen siendo crítica en muchas áreas, como salud pública, 

diagnóstico clínico; monitoreo ambiental; control de la seguridad alimentaria y la­

identificación de agentes de amenaza biológica. 

Recientes avances en técnicas moleculares han ofrecido alternativas 

atractivas a los procedimientos microbiológicos convencionales para la 

caracterización e identificación de microorganismos. Estos nuevos métodos pueden 

proporcionar una salida· rápida de datos, sobre cepas individuales y pobl?~ciones 

enteras20· sin restarle importancia a las técnicas convencionales y automatizadas que 

son una herramienta útil y rápida para el análisis microbiológico. 

El aislamiento y la caracterización de microorganismos resistentes a metales y 

metaloides como el Te es de trascendencia debido que bacterias aisladas del 

ambiente, si bien pueden ser patógenas para el hombre, animales y plantas, debido 

a sus determinantes genéticos de patogenicidad y virulencia, son de utilidad en 

procesos biotecnológicos58 como bioadsorción45
, síntesis de nanopartículas4 y 

biorremediación34•
33

·45·15 de ambientes contaminados. 

- 1-



El desarrollo industrial y la creciente urbanización causan problemas 

ambientales graves debido al vertimiento de-efluentes industriales y domésticos con 

presencia de metales tóxicos, los cuales constituyen la causa de la contaminación de 

los ambientes acuáticos29, sedimentos y aguas subterráneas. Esta contaminación 

causa efectos adversos en el hombre, animales y vegetales. Sin embargo existen 

microorganismos que crecen en presencia de metales tóxicos. 

La resistencia bacteriana a metales pesados, los mecanismos de resistencia y 

los determinantes genéticos involucrados, tanto en los cromosomas bacterianos, 

plásmidos, o transposones27· 12, han recibido especial atención debido a que las 

cepas resistentes pueden utilizarse como una alternativa en la detoxificación de 

ecosistemas contaminados por metales pesados y metaloides. Dado que estos 

elementos, tales como: Ag+, Cd2+, erE>+, Hg2 +, Pb2 +, Sb3 +, Se4 +y Te4 + son poco o 
nada biodegradables28·27·24, su interés biológico se debe principalmente a su 

toxicidad44 por lo que representan una amenaza para todos los organismos27, debido 

a sus efectos tóxicos y mutagénicos29·27. 

El teluro es un metaloide que pertenece al grupo (VI-A) de la tabla periódica, 

se encuentra en concentraciones bajas en el ambiente (alrededor de 0,002 ppm) y 

en cantidades moderadas en much<:>s alimentos, incluyendo el ajo. Se encuentra 

principalmente en forma de telurito (TeOl-) y telurato (Te042-), ambos tóxicos para la 

mayoría de microorganismos49·44·52·11·39, particularmente para bacterias Gram­

ne-gativas52·6;48; a conce·ntracio·nes tan· bajas como 1 pgtml51·7·18 y también para· las· 

células de mamíferos18. 
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Las bacterias resistentes a telurito (T eol-) se caracterizan por reducir el telurito 

a teluro metálico (Te0) insoluble y no tóxico49, el cual es acumulado intracelularmente 

como inclusiones negras10·52·6•
11 . Este fenómeno también ha sido observado en 

levaduras y eritrocitos52. 

La toxicidad del telurito se debe a su carácter de oxidante fuerte y a la 

interferencia en numerosos procesos celulares44 . A pesar de su toxicidad, existen 

bacterias resistentes naturales a telurito las cuales han sido aisladas de entornos 

clínicos y muestras ambientales51 . Algunos organismos Gram positivos como cepas 

de Corynebacterium diphtheriae, Streptococcus faecalis y Staphylococcus aureus, 

son naturalmente resistentes a telurito de potasio6
. 

Existen diversos ensayos que permiten caracterizar a las especies bacterianas 

e incluyen entre otros, las pruebas bioquímicas, morfológicas, fisiológicas y también 

métodos moleculares, como genómica, basado en la secuenciación del gen 168 

ADNr y otros genes de expresión constitutiva, que permite la identificación bacteriana 

con más precisión, basados en la expresión de proteínas y perfiles de plásmidos. 

En el presente estudio se planteó caracterizar la cepa bacteriana CTe-01 que 

resiste a K2Te03 y se propuso como objetivos: determinar sus características 

culturales, bioquímicas y fisiológicas; determinar la especie bacteriana mediante la 

secuenciación del gen 16S ADNr y determinar su perfil de plásmidos y proteínas. 
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U. ANTECEDENTES 

A nivel internacional se documentó los siguientes estudios: 

Rathgerber y col. (2002) en Canadá, aislaron 10 cepas de bacterias altamente 

resistentes a telurito de potasio de muestras de respiraderos hidrotermales. 

En medios conteniendo telurito de potasio acumulando de teluro metálico. El MIC a 

la sal de teluro osciló entre 1500 y 2500 j.Jg/ml. El análisis filogenético reveló que 4 

de las 1 O cepas pertenecían al género de Pseudoalteromonas. 

Coral y col. (2005) en Turquía, aislaron 48 cepas de Pseudomonas spp. de aguas 

residuales, las cuales fueron caracterizadas en base a sus cualidades morfológicas, 

culturales y bioquímicas. La mayoría de cepas fueron resistentes a telurito de potasio 

con un MIC de 55 pg/ml y determinaro-n-que-las- cepas poseían un- plásmido- que 

mediaba la resistencia a telurito. 

~agami y col. (2012) en Japón, aislaron dos cepas bacterianas resistentes a 30 mM 

de telurito y tenían la capacidad de remover entre 86·89% de telurito del agua. Fueron 

identificadas como Stenotrophomonas maltophilia y Ochrobactrum anthropi, por sus 

rasgos fenotípicos, ensayos bioquímicos y por secuenciación del gen ARNr 168 

mediante PCR. 
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Shamim y col. (2013) en india; aislaron e identificaron una cepa de Aeromonas 

caviae basada en sus características bioquímicas. Mostró resistencia a nitrato de 

plomo de 1 ,2 mM y para otros metales donde los valores MIC fueron 1,2 mM, 30 !JM, 

0,4 mM y 0,9 mM para ZnS04, HgCb, CdS04 y CuS04, respectivamente. Además 

mostró resistencia a antibióticos comunes como amikacina, ciprofloxacino, 

kanamicina, estreptomicina, entre otros. El análisis de SDS-PAGE evidenció a tres 

proteínas inducidas por el plomo, con un peso molecular de 15; 7; 16;9 y 32,4· KDa­

posiblemente involucradas en la resistencia a este metal. 

Arenas y col. (2014) en Chile, aislaron 123 bacterias resistentes a telurito de 

muestras colectadas en la Antártida y caracterizaron seis nuevas cepas bacterianas 

resistentes y reductora~ de telurito. Identificaron cepas de Staphy/ococcus 

hameolyticus, Staphylococcus sciuri, Acinetobacter hameolyticus, Pseudomonas lini 

y dos cepas de Psychrobacter immobilis mediante secuenciamiento del gen ARNr 

16S. Estas· mo·stranm· una re·sistencia-a·telurito· entre 35 y 575 pg/mt y un· alto nivel 

de reducción del ión tóxico. 
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111. MATERIALES Y MÉTODOS 

3.1. Material Biológico 

3.1.1. Cepas bacterianas 

3.2. Métodos 

• La- cepa bacteriana CTe~O.t resistente a- telurito de potasio. ( 1-00 

¡.Jg/mL) fue aislada de la laguna de oxidación de Cachiche y 

pertenece al cepario del laboratorio de Biología Molecular y 

Biotecnología de la Facultad de Ciencias Biológicas, 

Universidad San Luis Gonzaga de lea. 

• La cepa comercial Escherichia coli BW25113 fue utilizada como 

control en Jos ensayos. 

3.2.1. Reactivación de la cepa bacteriana CTe-01 

La cepa CTe-01 fue conservada en medio Luria Bertani (LB) con 30% 

de glicerol a -20°C, (ver anexos Fig. 09). Se reactivó inoculando 20 ¡.JL 

de cepa en 1 mL de caldo L. B. y se incubó a 37°C por 24 horas. Luego 

del crecimiento; una asada de esta suspensión se· sembró por estrías y 

agotamiento en placas con agar L.B. y se incubaron a 37°C por 24 

horas. 

-6-



3.2.2. Características culturales y microscópicas 

Para la observación de las características macroscópicas, se tomó una 

asada de cultivo líquido de la cepa bacteriana CTe-01 y fue sembrada 

por estrías y agotamiento en placas de Agar L.B. y Agar LB. 

suplementado con 100 ¡Jg/mL de K2Te0317 . Las características 

micro~scópicas· de la cepa CTe~-01 se· verificaron mediante tinción 

Gram44. 

3.2.3. Caracterización bioquímica 

El perfil bioquímico de la cepa bacteriana CTe-01 se determinó 

mediante el sistema automatizado VITEK en el laboratorio de 

Microbiología del Hospital Nacional Docente Madre y del Niño "San 

Bartolomé" de la ciudad de Lima, (ver anexos Fig. 11 y Tabla W 13). 

Se preparó una suspensión de la cepa en un tubo 1 ,8 mL de solución 

salina al 0,45% y se ajustó la suspensión al tubo número 1 de la escala 

de McFarland. Se extrajo la tarjeta de identificación para bacterias Gram 

negativas y se rotuló el número de la cepa. Los pocillos de la tarjeta de 

identificación se llenaron con la suspensión celular (1 00 !JL) y se colocó 

en él nl"ódulo léctor-incubadór, se siguió él ptocedirrliento de acuerdo al 

manual VIT~K hasta obtener el reporte ,generado por el equipo20. 
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Se realizó también una caracterización bioquímica adicional. Se 

determinó su capacidad de utilizar el citrato como única fuente de 

cá'rbono, . e·n agar citrato Simmons; su capaCidad de fermentar la 

glucosa, lactosa y sacarosa, en agar Hierro Triple azúcar (TSí); 

presencia de la enzima catalasa, mediante el test de catalasa; presencia 

de la enzima citocromo-c-oxidasa; mediante el test de oxidasa; la 

descarboxilación/desaminación de la lisina y la producción de ácido 

sulfhídrico, en agar Lisina Hierro (LIA); presencia de acetoína, en la 

prueba de Voges Proskauer (VP); su capacidad· de· hidrolizar la urea, en 

agar urea; su mov.ilidad, actividad ornitina descarboxilasa y producción 

de indol, en medio de movilidadlindol/ornitina (MIO); capacidad de 

hidrolizar la gelatina, en medio de gelatina; la reducción del telurito de 

potasio en medio LB. con telurito de potasio; la hidrólisis de la esculina, 

en agar bilis esculina; su tolerancia a la glucosa y producción de 

hem·olisina, en agar sangre, (ver anexos Fig·. 11 a Fig. 22). 

3.2.4. Caracterización fisiológica. 

3.2.4.1 Determinación de las concentraciOnes mínimas inhibitoria 

(MIC) de diferentes metales pesados. 

El MIC fue determinado como la concentración más baja del 

metal que inhibió completamente el crecimiento 

bacteriano31
•
35

·
33

. Se ensayaron los siguientes metales 

pesados: Cr, Ag, Hg, Ni, Co, As, Cu, Zn, Li, Cd, Te. Estos 

fueron· usados como K2Cr04 (0-1 00 J.:Jg/mL); K2Cr20T (0-1 00 

JJg/mL); AgNOJ(0-100 JJg/mL); HgCb(0-100 JJg/mL); NiS04(0-
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600 ¡.~g/niL}; CoCI2 (0-400 ¡.~g/mL); Na:As03 (0-600 ¡.~g/mL); 

CuS04 (0-600 ¡.~g/mL); ZnS04 (0-300 ¡.~g/mL) LiCI (0-1000 

¡.~g/mL); CdCb (0-100 ¡.~g/mL) y K2Te03 (0-200 ¡.~g/mL). 

El ensayo se realizó en tubos de vidrio, con 2 mL de caldo L. B. 3, 

suplementado con suficiente volumen de solución stock para 

alcanzar las concentraciones de los metale-s pesado-s. 

Finalmente, se agregó 40 ¡.JL de la cepa bacteriana crecido en 

2 mL de caldo L. B. a 3rC por 24 h50. Los tubos se incubaron 

en agitación (150 rpm) a 3rC por 24 h40·21 ·2. Los ensayos 

fueron realizad.os por triplicado53. La cepa bacterianq CTe-01 

fue considerada resistente cuando creció por sobre los valores 

dé MIC del orgárí"ismó contról, Escherichia coli BW251131
·
30

· 

3.2.4.2 Susceptibilidad a antibióticos. 

La susceptibilidad a antibióticos fue ensayado in vitro usando 

el método de difusión de disco de Kirby-Bauer36•29·48·2,34,45 

modificado. Los antibióticos ensayados y la potencia de los 

discos fueron los siguientes30: estreptomicina (S; 10 ¡.~g), 

tobramicina (DOT; 30 ¡.Jg), gentamicina (GM; 10 ¡.~g)' neomicina 

(N; 30 ¡.~g), cefalotina (CF; 30 ¡.~g), cefotaxime (CTX; 30 ¡.~g), 

ampicilina sulbactam (SAM}; ampicilina (AM: 10 ¡.~g); 

kanamicina (KN; 30 ¡.~g}, amikacina (MK; 30 ¡.~g) y vancomicina 

(VA; 30 ¡.Jg). 

Un cultivo de la cepa en caldo L.B. incubado a 37°C por 24 h 

fue usado como inóculo para el ensayo29, 100 ¡JI de este cultivo 
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se dispuso en placas de agar Mueller-Hinton usando un hisopo 

de algodón estéril embebido en solución salina 

fisiológica31A8·30•34A5 . · Los discos de antibióticos fueron 

colocados en la superficie del agar usando una pinza de metal, 

suficientemente separados unos de otros con el fin de evitar la 

sUperposición de zonas de inhibición. Después de 30 minutos, 

las placas se invirtieron e incubaron a 3rC por 24 h en 

condiciones aeróbicas30. Escherichia coli BW25113 fue usado 

. como o"rg·anismó cóntrOI2
• 

Luego del crecimiento con una regla milimetrada se midieron 

los halos de inhibición. Se clasificaron en resistente (R), 

intermedio (1) o susceptibles (S) dependiendo del diámetro de 

los halos, incluyendo el diámetro de los discos (6 mm)34
• Se 

utilizó una tabla patrón de halos, (ver anexos Tabla. No 14). 

Además se determinó los MIC de diferentes antibióticos 

mediante el sistema automatizado VITEK., la concentración de 

los antibióticos utilizados en ¡.Jg/mL fueron: ampicilina (4, 8, 32), 

amp-sulbactam (4, 16, 32), cefazolina (4, 16, 64), cefoxitina (8, 

16, 32), ceftazidima (1, 2, 8, 32), ceftriaxona (1, 2, 8, 32), 

cefepima (2, 8, 16, 32), imipenem (2, 4, 16), amikacina (8, 16, 

64), gentamicina (4, 16, 32), tobramicina (8, 16, 64), 

ciprofloxacino (0,5; 2, 4), levofloxacino (0,25; 0,5; 2, 8), 

nitrofurantoina (16, 32, 64) y trimetoprima/sulfametoxazol (19, 

76, 304). 
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3.2.4.3 Efecto del fosfato de sodio en la resistencia a telurito de 

potasio. 

3.2.4.3.1 En medio sólido. 

La cepa bacteriana fue crecida en 1 mL de caldo LB. 

suplementado con 100 f.Jg/mL de telurito de potasio, 

en agitaCión a. 3rc durante· toda la no·che. se 

transfirió 20 f.JL de este cultivo fresco a 1 mL de caldo 

LB. y se prepararon diluciones seriadas desde 10-1 

hasta 10-4 en tubos con 9 mL de SSF. 

La ultima dilución se sembró en placas de agar LB., 

LB.+ le (.100 f.Jg/mL), LB.+ BF (20 mM) y en placas 

de LB. + Te (100 ¡Jg/mL) y a diferentes 

concentraciones de fosfato (1, 5, 1 O, 15, 20 y 50 

mM): Para esto se-adicionó 100 f.Jl.:. de-la dilución y 

se sembró en toda la superficie. Las placas fueron 

incubadas a 3rC por 24 h. 

3.2.4.3.2 En medio líquido 

El crecimiento de la cepa CTe-'01 fue estudiada en 

caldo LB. (control), caldo LB. + BF (20 mM), LB. + 

Te (100 ·f.Jg/mL) y en LB. + Te (100 f.Jg/mL) con 
' 

diferentes concentraciones de fosfato (0,5; 1, 3, 5, 1 O 

y 20 mM). 
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Adicionalmente, se ensayó con LB. + Te (50 ¡Jg/mL) 

con 10 y 20 mM de fosfato de sodio, como control se 

usó medio LB. suplementado con 50 ¡Jg/mL de 

K2Te03. Los tubos se inocularon con 300 IJL de 

cultivo crecido toda la noche en agitación (150 RPM) 

a 3rC en·t5 mt de ca·ldo L.B: (ve·ra·nexos Fig. 23). 

El crecimiento fue determinado midiendo cada hora 

el incremento de biomasa, por medición de la 

absorbancia· a 600 nm utilizando un 

espectrofotómetro marca UNICO 210045·2. 

3.2.5. Caracterización molecular 

3.2.5.1 Secuenciación del gen 165 ADNr 

3.2.5.1.1 Extracción de ADN genómico 

El ADN de la cepa bacteriana CTe-01 fue aislado 

usando el protocolo de extracción de ADN de Wizard 

Genomic DNA Purification kit (Promega®t1. 

La cepa CTe-01 se sembró en placas de agar LB. y 

se incubó por24 ha 3rC. Una asada de células se 

resl.lspéndió y· luego se lisó err 300 1-1L de una 

solución de lisis nucleica por pipeteo suave .. Se 

incubó a 80°C por 5 minutos y para remover el ARN 

se agregó 1 ,5 1-11 de solución ARNasa e incubó a 

37°C por 1 hora. 
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Para remover las proteínas y los restos celulares se 

agregó 100 !JI de- solución de precipitación de­

proteínas, se usó vortex a máxima velocidad por 20 

segundos, para mezclar la solución de precipitación 

de proteínas con ellisado celular. Se incubó en hielo 

por 3 minutos y se centrifugó a 14000 rpm por 2 min. 

El sobrenadante conteniendo el ADN, se transfirió a 

un tubo nuevo de microcentrífuga conteniendo 300 

!JI de isopropanol y se mezcló suavemente hasta que 

las cadenas de ADN a manera de hilos, formaran 

una. masa.visible. 

Se centrifugó a 14000 rpm por 1 min. y 

cuidadosamente se descartó el sobrenadante y se 

secó el tubo en un papel absorbente. 

Se agregó 300 !JI de etanol al 70% y se invirtió 

suavemente para lavar el ADN. Se centrifugó a 

14000 rpm por 2 m in. y se aspiró el sobrenadante·. El 

tubo se secó con papel absorbente y se agregó 50 !JI 

de solución de rehidratación, finalmente se 

almacenó el ADN a 4 oc. 
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3.2.5.1.2 Amplificación del gen 165 ADNr mediante PCR 

El gen 165 ADNr fue ampliado por reacción en 

cadena de la ADN polimerasa (PCR) usando ADN 

cromosoma! extraído anteriormente y·los partidores 

siguientes20: 

Partidor directo (Primer 16S-F2): 

5'- AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3' 

Partidor reverso (Primer 16S-R2): 

5'- AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3'. 

Se agregaron los componentes de la- mezcla de 

reacción según se indica (Tabla W 01). 

Tabla N° 01 :· Cornpé:>ne'ntes dé-la reacción- dé- PCR. 

Reactivos Concentración Volumen (I.IL) 

Master mix (2 X) 2X 25 

H20 desi6hizáda 22,5 

Primer 16S-F2 40 pmoii!JL 1 

Primer 16S-R2 40 pmoii!JL 1 

ADN- Cte-0·1 O, 11Jg/1Jl 0,5 

Volumen total 50 IJL 

*F: Directo; R: reverso 
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Se utilizó 30 IJL de aceite mineral PROMEGA, para 

cubrir la mezcla y evitar la evaporación debido a las 

altas temperaturas· del proceso de PCR. 

3.2.5.1.3 Parámetros de la reacción de PCR 

La reacción de PCR se llevó a cabo utilizando un 

'·· 

termociclador PTC 100, con el siguiente programa 

(Tabla No 02): 

Tabla N° 02. Programa de PCR para amplificar el 

gen 16S ADNr de la cepa CTe-01. 

Etapa Temperatura (°C} Tiempo 

Desnaturalización 
94 s·min 

inicial 

30 ciclos 

Desnaturalización 94 1 min 

Hibridación 47 45 S 

Elongación 72 1 min 

Elongación final 72 Smin 

Conservación 4 10 h 
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3.2.5.1.4 Electroforesis en gel de agarosa 

Los productos de PCR se evaluaron mediante 

electroforesis en gel de agarosa al1% en buffer TAE. 

Se cargaron en los pocillos del gel, 3 f.JL del marcador 

de peso molecular (Lambda DNA/Hind 111 marker) y 

5 f.JL de los productos de PCR mezclados con 2 f.JL 

de tampón de carga. 

La electroforesis se realizó a 50 V durante 50 m in en 

una cámara de electroforesis horizontal, (ver anexos 

Fig~ 24); luego se-retiró el-gel; se tiñó con bromuro 

de etidio (0, 1 ¡Jg/mL) por 5 m in y se lavó con agua 

destilada por 10 min. Para visualizar las bandas de 

ADN, el gel se expuso a la luz U.V .. en un 

transiluminador. 

3.2.5.2 Secuenciación y análisis In sílico de las secuencias 
¡ 

nucleotídicas. 

Los productos de PCR (20 f.JL) fueron remitidos a la empresa 

Macrogen USA para su secuenciación 

(http://www.macrogenusa.com). 

Las secuencias de nucleótidos recepcionadas en bloc de . ·~ . . . 

notas, se transfirieron a formato Word con letra Courier New 

tamaño 11. 
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Se copió la secuencia reversa (Reverse) y con el programa 

REVSEQ EMBOSS (http://emboss.bioinformatics.nllcgi­

bin/emboss/revseg) se invirtió la secuencia reversa, (ver 

anexos Fig. 25). 

Luego se utilizó el- programa- CLUSTAL OMEGA, para el 

alineamiento de las secuencias nucleotídicas 

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustaloD56, (ver anexos 

Fig. 26). 

En la edición, se obtuvo una secuencia consenso el cual se 

guardó en formato fasta (>seqCTe-01) y se utilizó el 

programa BLAST40
·
2 (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Biast.cgi), 

(ver anexos Fig. 27), para observar la similitud de las 

secuencias de nucleótidos con la base de datos. Se ingresó 

la secuencia y se seleccionó- aquellas- con más secuencias. 

Se obtuvo un cuadro de secuencias de alineamientos 

significativos, comparando entre la secuencia nucleotídica 

obtenida en el secuenciamiento y las secuencias 

depositadas en la base de datos del Genbank 

(http://www.ncbi.nlm.nih.govD, (ver anexos Fig.28). 
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3.2.5.3 Perfil de plásmidos 

3.2.5.3.1 Extracción de ADN plasmídico. 

El ADN plasmidial de la cepa bacteriana CTe-01 fue 

obtenido por el método de lisis alcalina2. 

La cepa se cultivó toda la noche en 5 mL de caldo 

. L.B. a 3rc en agitación. Se transfirió 1,5 mL del 

cultivo bacteriano a un tubo Eppendorf y se 

centrifugó a 10000 rpm por 5 min. 

Se retiró el sobrenadante y se volvió a transferir 1,5 

mL del cultivo bacteriano al mismo tubo Eppendorf y 

se centrifugó a 10000 rpm por 5 min. 

Se resuspendió el sedimento en 150 IJL de solución 

1 de resuspensión celular, enfriada previamente en 

hielo y se resuspendió el sedimento utilizando 

vortex. Se agregó 300 !JI de la solución 11 de lisis y se 

mezcló por inversión 1 O veces. Se incubó por 5 m in, 

se adicionó 2251JL de la solución 111 de neutralización 

y se mezcló por inversión 1 O veces, (ver Anexos Pág. 

72). 

Se centrifugó inmediatamente a 14000 rpm por 5 m in 

y se transfirió el sobrenadante a un nuevo tubo 

Eppendórf. Se agregó la solución fenal-cloroformo:.. 

alcohol isoamílico (25; 24; 1) en volúmenes similares 
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al sobrenadante y se mezcló por inversión 1 O veces. 

Se centrifugó a 12000 rpm por 5 m in y se transfirió el 

sobrenadante a un tubo Eppendorf nuevo. 

El ADN se precipitó con 2 volúmenes de etanol 

absoluto y se mezcló por inversión. Se centrifugó a 

12000 rpm por 5 m in y se descartó el sobrenadante. 

El tubo se secó sobre papel toalla y el sedimento se 

lavó con t mLde etanolal70%. 

Se centrifugó por última vez a 12000 rpm por 5 min 

y el sobrenadante fue descartado. El ADN plasmidial 

se disolvió en 251JL buffer de resuspensión de ADN. 

El ADN plasmidial se verificó mediante electroforesis 

en gel de agarosa tal como se describió 

anteriormente. 

3.2.5.4 Perfil de proteínas totales 

El perfil de proteínas totales de la cepa CTe-01 se determinó 

por electroforesis en gel de poliacrilamida con duodecil sulfato 

sódico (SDS-PAGE)45
·
37

. 

Los geles dé poliacrilámida se prepáráron entré dos placas dé 

vidrio separadas por espaciadores y sellados con una fina capa 

de agarosa. Para la preparación del gel de poliacrilamida se 
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utilizaron los componentes estándares (ver Anexos Tabla No 

11 y w 12) 

La cepa bacteriana se cultivó en 5 mL de c~ldo L. B. y 5 mL de 

caldo LB. suplementado con 50 ¡Jg/mL de K2Te03, durante 12 

horas a 3rC. Finalizado el tiempo se transfirió 1,5 mL del 

cultivo bacteriano a un tubo Eppendorf y se centrifugó a 8000 

rpm durante 3 min. Se retiró el sobrenadante y se volvió a 

transferir 1,5 mL del cultiVó báderianó ál mismo tübó 

Eppendorfy se centrifugó a 8000 rpm durante 3m in. Se realizó 

lo mismo con E. coli BW25113, como organismo control. 

Las células crecidas con y sin telurito y células de E. coli se 

resuspendieron en 40 ¡JL de tampón de resuspensión Tris HCI 

y en 50 pi de· tampón· de carga. Las· células resuspendidas­

fueron distribuidas en tubos Eppendorf de 0,5 mL y fueron 

tratadas a 95°C por 2 min. Luego fueron centrifugadas a 8000 

rpm por 3 minutos y se recuperó el sobrenadante. Éste fue 

sometido nuevamente a tratamiento térmico, se centrifugó a 

8000 rpm por 3 min y se recuperó el sobrenadante. 

El gel polimerizado, se sumergió en una cámara de 

electroforesis vertical, (ver anexos Fig. 29), que contuvo 

tampón de electroforesis con SOS 1X. Se tomó 15 ¡JL de 

muestra y se cargó suavemente en los pocillos. En uno de ellos 

se dispensó 10 ¡JL del marcador de peso molecular estándar 

de proteínas (broad range). 
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Las muestras fueron electroforetizadas por 2 horas. Luego el 

gel se tiñó con. azul de Coomassie por 3m in en agitación18
, (ver 

anexos Fig. 30) y se destiñó en ácido acético al 1 O% a 3rC 

por toda la noche16
. Las bandas fueron analizadas para 

determinar el tamaño molecular relativo en cada muestra . 
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IV. RESULTADOS 
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• 
Fig. 01. A: características macroscópicas de la cepa bacteriana CTe-01 en LB+ K2Te03 (100 

IJQ/mL); B: características microscópicas mediante tinción Gram de la cepa bacteriana CTe-01 
.~ 

(100X). 

Tabla N° 03. Características culturales de la cepa bacteriana CTe-01 resistente a 

Característica 

Color 

Diámetro 

Forma 

Borde 

Elevación 

telurito de potasio. 
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Colonia de cepa Cte-01 

Incoloro 

1-2 mm 

Circular 

Entero 

Convexa. 



Tabla N° 04. Características bioquímicas de la cepa bacteriana CTe·01 

determinada mediante el sistema automatizado VITEK. 

Característica 

Fermentación de azúcares 
Adonitol 
L-arabitol 
D-celobiosa 
O-glucosa 
O:. maltosa 
0-nianitol 
D-manosa 
Xilosa 
Palatinosa 
D-sorbitol 
Sacarosa 
0-'-tagatosa· 
D-trealosa 

Actividad enzimática 
L-pirrolidonil-arilamidasa 
Ala-fe-pro-arilamidasa 
~-galactosidasa 
Glutamil arilamidasa 
y-glutamil-transferasa 
~-glucosidasa 
~-alanina-arilamidasa 
L-prolina-arilamidasa 
Tirosina-arilamidasa 
Glicina-arilamidasa 
Lipasa· 
Ureasa 
a-glucosidasa 
a-galactosidasa 
~-N-acetil-glucosaminidasa 
~-N-acetil-galactosaminidasa 
F o·sfata·s·a· 
drnitina descarboxilasa 
. Lisina descarboxilasa 
~-glucuronidasa 

Fuente de carbono 
Citrato 
Malonato 
Gluc<mato· 
Lactato 
Succinato 

+ : positivo; - : negativo; +/-: crecimiento débil. 
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Tabla N° 05. Pruebas bioquímicas de la cepa bacteriana CTe-01 resistente a 

telurito de potasio. 

Característica. 

Fermentación de azúcares 

Glucosa 

Sacarosa 

Lactosa 

Actividad enzimática 

Cata lasa 

Oxidasa 

Ornitina descarboxilasa 

Lisina descarboxilasa 

Ureasa 

Gelatinasa 

Esculinasa 

Productos de degradación 

Acetoína 

lndol 

Acetato 

+ : Positivo;·- : Négativo; +k d"eCimiento débil. 
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Tabla N° 06. Concentraciones mínimas inhibitorias (MIC) de diferentes metales 

pesados para la cepa bacteriana CTe-01 

Cepa CTe-01 
Escherichia. coli 

Salde metal BW25113 MIC (JJg/ml) 
MIC (JJg/ml) 

K2Cr04 · 60 40 

K2Cr201 50 70 

AgN03 50 7 

HgCI2 20 3 

NiS04 450 250 

CoCiz 150 250 

Na3AS03 300 550 

CuS04 250 550 

ZnS04 210 130 

LiCI >-1"000 700 

CdCb 100 75 

K2Te03 50 1 
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Tabla N° 07. Susceptibilidad a antibióticos de la cepa CTe-01. Método de difusión 

en disco. 

Antibiótico Sigla Potencia Susceptibilidad 
(JJg//mL) Escherichia 

CTe-01 coli BW25113 

Estreptomicina S 10 S S 

Tobramicina DOT 30 R R 

Gentamicina GM 10 S S 

Neomicina N 30 S S 

Cefalotina CF 30 S S 

Cefotaxíma CTX 30 S S 

Amp-sulbactam AMS 20 R 

Ampicilina AM 10 R S 

Kanamicina KN 30 S S 

Amikacina MK 30 S S 

Vancomicina VA 30 R R 
S: sensible; R: resistente; 1: intermedio. 
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Tabla N° 08. Susceptibilidad a antibióticos de la cepa bacteriana CTe-01 utilizando 

el sistema automatizado VITEK. 

Antibiótico MIC 
(J.Ig/ml) Susceptibilidad 

Ampicilina ~32 R 

Amp-sulbactam ~32 R 

Cefazolina 8 R 

Cefoxitina S 

Ceftazidima S1 S 

Ceftriaxona S1 S 

Cefepima S1 S 

lmipenem S1 S 

AmiKacina S 

Gentamicina S1 S 

Tobramicina S1 R 

Ciprofloxacino S0,25 S 

Levofloxacino 0,25 S 

Nitrofurantoina S16 S 

Trimetoprima/sulfametoxazol s20 S 

S: sensible; R: resistente. 
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A 

Fig. 02. A: crecimiento de la cepa bacteriana CTe-01 en agar L. B. suplementado con 

100 ~g/ml de K2Te03; 8: crecimiento en medio L.B. en ausencia de 

K2Te03. 

Fig. 03. Crecimiento de la cepa CTe-01 en A: L.B. con K2TeOJIB.F 1 mM; B: L.B. + 

20 mM de buffer fosfato; C: ausencia de crecimiento en medio L. B.+ 100 

~g/ml de K2 Te03 + 5 mM de buffer fosfato. 
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Tabla N° 09. Efecto del fosfato de sodio en el crecimiento de la cepa CTe-01 

resistente a telurito de potasio. 

Condición 

L. B. 

L.B. +Te 

L.B. + BF (20 mM) 

L.B. +Te+ B.F (1 mM) 

L.B. +Te+ B.F (5 mM) 

L.B. +Te+ B.F (10 mM) 

L.B. +Te+ B.F (15 mM) 

L.B. +Te+ B.F (20 mM) 

L.B. +Te+ B.F (50 mM) 

Diámetro colonia (mm) 

1,5 ± 0,5 

0,5 

1 ± 0,5 

0,5 ± 0,25 

-:ausencia de crecimiento; L.B.: Luria Bertani; Te: telurito de potasio; 
B.F: fosfato de sodio;±: D.S del promedio. 
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Fig. 04. Crecimien'to de la cepa bacteriana CTe-01 en ausencia y presencia de 

K2Te03. 
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Fig. 05. Crecimiento de la cepa CTe-01 en K2Te03 y a diferentes concentraciones 

de fosfato de sodio. 
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Fig. 06. Electroforesis en gel de agarosa al 1%. Carriles: M, marcador Lambda 
DNA/HindHI; 1, productos de PCR de lá amplificación del gen 16S ADNr 

de la cepa bacteriana CTe-01. 

Tabla No 10. Similitüd de secuencia entre el.gen 168 ADNr de la cepa CTe..,01 

resistente a telurito de potasio con la base de datos del GenBank 

Características 

Similitud a la secuencia 

No de acceso 

Cobertura% 

Expentancia 

Identidad% 

Gen Bank 

· Aeromonas veronii-8565 strain 8565 168 ribo.somal RNA 

NR_102789.1 

98 

0.0 

100 
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Fig. 08. Electroforesis en gel de poliacrilamida al 12%. Carriles: A, cepa bacteriana 
CTe-01 crecida en presencia de telurito de potasio; B, cepa bacteriana CTe-
01 crecida en ausencia de telurito de potasio; C, perfil de proteínas de E.coli 
BW25113; D, Marcador broad range. 
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V. DISCUSIÓN 

En el presente trabajo se caracterizó la cepa bacteriana CTe-01 que fue aislada de 

aguas residuales de la laguna de oxidación de Cachiche-lca. Esta bacteria crece en 

presencia de 100 ¡.Jg/mL de K2Te03 y tiene la capacidad de reducir el telurito de 

potasio (Te4+) a teluro elemental (Te0), a juzgar por la coloración negra de las colonias 

cuando crece en medio L.B. con telurito de potasio (Fig. 01-A). Esta respuesta 

sugiere que las células son capaces de activar defensas y mecanismos de 

detoxificación que les permite continuar su crecimiento en presencia del oxianión4 . 

La identificación de la cepa CTe-01 realizada por el sistema automatizado VITEK 

emitió un resultado que guarda concordancia con respecto a las especies contenidas 

en su base de datos. Según el estudio realizado por Castro y col. (2003) logró 

identificar cepas de Aeromonas aisladas de muestras clínicas, peces y aguas 

contaminadas, mostrando una reacción positiva para la fermentación de la glucosa y 

sacarosa, descarboxilación de la lisina y la utilización de citrato como fuente de 

carbono. Además muestra una reacción negativa a la hidrólisis de la esculina. Lo cual 

concuerda con los resultados obtenidos en este ensayo (Tabla W 04). 

Esta prueba además sugiere la realización de pruebas bioquímicas complementarias 

para la identificación final, este estudio reportó que cepa CTe-01 tiene una reacción 

positiva a la movilidad, catalasa y producción de indol (Tabla W 05), lo cual coincide 

con las pruebas bioquímicas realizas por Sharon y col (2002) donde identificaron 

cepas del género Aeromonas de muestras clínicas y aguas residuales domésticas. 

La cepa Cte-01 es incapaz de hidrolizar la gelatina lo cual difiere con los estudios 
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realizados por Nagar y col. (2012), Sharon y col (2002) el cual identifica cepas de 

Aeromonas positivas a esta reacción. Estas observaciones ayudaron a la 

identificación de la cepa CTe-01, además pruebas moleculares fueron usadas para 

confirmar la identificación de la cepa como se describe posteriormente. 

La cepa bacteriana CTe-01 mostró resistencia a los iones de cromo, plata, mercurio, 

níquel, zinc, cadmio y teluro. El MIC máximo observado fue para Ni (450 ¡.Jg/mL) y el 

mínimo para Hg (20 ¡.Jg/mL) (Tabla W 06). Esta resistencia se puede atribuir a la 

presencia de metales en el sedimento acuático del cual fue aislada. La exposición de 

las bacterias a estos metales permite la selección de microorganismos resistentes, 

con la capacidad de tolerar sus efectos nocivos, este proceso de adaptación 

espontanea, podría deberse al desarrollo o adquisición de sistemas genéticos que 

contrarrestan los efectos tóxicos de los iones metálicos27. 

A pesar de todos los estudios publicados, es difícil hacer una comparación directa 

con la literatura publicada debido a la diversidad de medios de crecimiento, 

condiciones de incubación y concentración de metales utilizados1. No obstante, la 

resistencia a diferentes metales pesados ha sido documentada en numerosas 

investigaciones al igual que este estudio. 

Estudios realizados por Akinbowale y col. (2007) y Shamin y col. (2013) informan de 

cepas de Aeromonas veronii y Aeromonas caviae respectivamente, aisladas de 

ambientes acuáticos, como resistentes a cadmio. La resistencia y reducción de 

telurito de potasio por parte del género Aeromonas solo ha sido reportado por Arenas 

y col. (2014), Castro y col. (2008), Castro y col. (2009) en muestras ambientales de 
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suelos, sedimentos y aguas, siendo este estudio el primer alcance de resistencia y 

reducción por parte de Aeromonas. 

El gen posiblemente involucrado en la resistencia a telurito es lpdA localizado en el 

cromosoma de Aeromonas caviae que codifica para una enzima dihidrolipoamida 

dehidrogenasa quien cataliza la oxidación del NADH a NAD14
. 

En la evaluación de susceptibilidad a antibióticos, la cepa bacteriana CTe-01 mostró 

que es resistente a un número limitado de agentes antimicrobianos, donde la 

resistencia a aminoglucósidos, cefalosporinas y 13-lactámicos es poco frecuente, 

(Tabla No 07). Estos datos concuerdan con los estudios realizados por Matyary col. 

(201 0), donde aislados de agua potable que pertenecen al género Aeromonas fueron 

sen·sibles a aminoglucósidos y cefalospo·nna·s. 

Así mismo, en las investigaciones realizada por Akinbowale y col. (2007), cepas de 

Aeromonas aisladas de sedimentos y peces, mostraron sensibilidad a cefotaxime, 

ciporfloxacino, gentamicina y nitrofurantoína, lo cual coincide a los ensayos 

realizados en este estudio. Sensibilidad a gentamicina y trimetoprima/sulfametoxazol 

observada en la cepa bacteriana CTe-01 también se documentó en el trabajo 

realizado por Son y. col. (1997), con cepas de Aeromonas hydrophila aisladas· de 

cultivos de Te/apia mossambia. 

Sin embargo, la cepa CTe-01 es resistente a tobramicina, ampicilina, ampicilina 

sulbactam, cefazolina y vancomicina. Esto concuerda con el estudio de Ye y col. 

(2012), quienes demostraron que cepas de Aeromonas veronii aisladas de tortugas 

enfermas, fueron resistentes a ampiéiliila. Otras especie·s como· A. hydrophila 
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estudiadas por Negrete y col. (2003), aisladas del riñón de peces con signos de 

lesiones e infección, mostraron resistencia a cefazolina y ampicilina, tal como se 

muestra con los resultados de este estudio (Tabla W 07). La resistencia a ampicilina 

parece ser un patrón común entre el género Aeromonas; sin embargo, en el trabajo 

realizado por Son y col. (1997) también en A. hydrophila, muestra sensibilidad a 

ampicilina en aislados de Te/apia mossambía. 

Numerosas especies de Aeromonas han sido descritas como importantes patógenos 

de especies acuáticas, además de su potencial patogenicidad en humanos30 y la 

resistencia a los antibióticos se debe a la presión ambiental o a la descarga excesiva 

de antibióticos en ambientes acuáticos55
. 

Los microorganismos desarrollan resistencia a antibióticos, en ambientes donde su 

concentración es alta o por la adquisición de un gen de resistencia que se encuentra 

en algún elemento genético y es transferido a un organismo a través de la exposición 

de antibióticos2. Los datos obtenidos en este estudio evidencian que la cepa 

bacteriana CTe-01 resistente a antibióticos no se limita al ámbito hospitalario, ya que 

fue aislada de muestras ambientales donde es posible su diseminación a la población 

en general. 

En estudios anteriores se ha demostrado que la resistencia a telurito no está 

relacionada a productos de genes específicos, sino que es una respuesta 

multifactorial que involucra directa o indirectamente rutas metabólicas, sus sustratos 

y productos19
. 
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La primera indicación con respecto a la captación de telurito es el tr~bajo de Tomás 

(1986) quien propuso que el oxianión ingresa a la célula a través del sistema de 

transporte del fosfato19 y que es dependiente del pH6. Aunque en el estudio realizado 

por Borghese y Zannoni (2009) se demostró que el sistema de transporte de acetato 

es utilizado por el telurito para ingresar a células de Rhodobacter capsu/atus. Hasta 

la fecha no se tiene una idea clara de la entrada de telurito hacia el interior celular19. 

Cuando la cepa CTe-01 se siembra en medio L. B. suplementada con 20 mM de buffer 

fosfato de sodio, muestra un crecimiento habitual, (Fig.03-B). De manera similar 

ocurre cuando la cepa se siembra en rhedio LB. suplementada con 100 ¡Jg/mL de 

K2Te03, (Fig.02-A). Sin embargo, la cepa bacteriana CTe-01 muestra un ligero 

retraso en su crecimiento cuando se siembra en la condición antes mencionada, pero 

en presencia 1 mM de fosfato, (Fig.03-A). 

En mayores concentraciones de fosfato se observó ausencia de crecimiento, (Fig.03-

C). No obstante, en el trabajo realizado por Elías y col. (2012) se documentó que 

cepas de E.coli en presencia de altos niveles fuentes de fósforo, es cuatro veces más 

tolerante a telurito manteniendo su viabilidad celular. En este caso es posible que las 

bacterias usan el fósforo inorgánico como fuente de fósforo y cuando se encuentra 

disponible en exceso es tomado por el sistema de transporte de fosfato que es 

expresado constitutivamente. Bajo estas circunstancias la bacteria puede almacenar 

el exceso de fósforo22. Es probable que al crecer en concentraciones altas de buffer 

fosfato y en presencia del oxianión tóxico, este ingrese de manera desmedida 

ejerciendo su toxicidad con mayor efecto. Volviendo a esta cepa totalmente sensible 

e impidiendo su crecimiento, (Tabla N°09). 
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Los ensayos realizados en placas fueron contrastados cbn los ensayos en medio 

líquido por medición de la absorbancia a 600 nm. Donde se observó el mismo 

fen'ómeno· de toxicidad en p·resencia de concentraciones mayores dé 1 rnM de buffer 

fosfato, (Fig. 05). Se comparó el crecimiento de la cepa bacteriana CTe.,01 en medio 

LB. en presencia y ausencia de telurito de potasio. La cepa bacteriána fue capaz de 

crecer éi una concentración de 100 IJg/mL de K2Te03sin embargo, alcanzó menores 

valores de O.D comparación con la curva de crecimiento en ausencia del oxianión 

(Fig. 04). 

A pesar de ser la cepa CTe-01 resistente natural al oxianión13, su: crecimiento es 

limitado en presencia de altas concentraciones, esto se puede deber a las 

propiedade~ potencialmente- dañinas; como agente oxidante26. Cuando el-telurito 

alcanza concentraciones suficientemente altas y supera las primeras barreras de 

defensa, biomoléculas importantes son afectadas14. 

La secuencia del gen 16S ADNr indicó que la cepa bacteriana designada como CTe-

01 tiene 100% de identidad a A. veronni. (Tabla W 10). Comúnmente, A. veronii es 

aislada de muestras clínicas, ambientales y en alimentos. Causa infecciones en 

heridas, diarrea debido a la ingesta de agua contaminada o septicemia en pacientes 

inmunocomprometidos25. 

Se evidenció la existencia de un plásmido mediante electroforesis en gel de 

agarosa33. Cuya migración electroforética se observa entre las bandas de 6,557 a 

9,416 pb con respecto al marcador de p~so molecular estándar Lambda DNA/Hind 

111, (Fig. 07). En los trabajos realizados·por Negrete y col. (2003) y Son y col. .(1997) 

se refiere que A. hydrophila presenta plásmidos con diferentes tamaños los cuales 
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oscilan entre 25.7 Kb y 3.3 Kb respectivamente, ambos refieren que las cepas son 

resistentes a ampicilina. 

En el perfil de proteínas de la cepa bacteriana CTe-01 mediante SDS-PAGE se 

comparó el patrón de bandas de la cepa con y sin exposición a 50 ¡Jg/mL de K2Te03, 

donde no se evidenció diferencias entre ambas. Se observaron bandas proteicas de 

65, 45, 44,5; 44 y 37 KDa aproximadamente. Lo que sugiere que no habría alguna 

inducción o sobre expresión de proteínas por la presencia de telurito de potasio. En 

el estudio realizado por Nagar y col. (2012) muestran un patrón de bandas de 65 y 

45 KDa de la cepa de A. veronii, lo cual concuerda con lo observado en este estudio. 

Una mejor variación se observó en el patrón de bandas entre la cepa bacteriana CTe-

01 y E. coli BW25113. La cüal muestra un alto nivel de polimorfismo (Fig. 08). 
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VI. CONCLUSIONES 

Al término del trabajo de investigación se llegó a las siguientes conclusiones: 

1. La cepa bacteriana en estudio es Gram negativa, de forma bacilar, forma 

colonias circUicfres de borde entero, incoloras cuando desarrollan en medio 

LB. 

2. La cepa bacteriana CTe-01 fermenta los azúcares siguientes: glucosa, 

maltosa, manitol y manosá. Posee las siguientes actividades enzimáticas: 

catalasa, oxidasa, lisina descarboxilasa. Utiliza al citrato y succinato como 

fuente de carbono y generan acetoína e indol como productos de degradación. 

de la glucosa y triptófano, respectivamente. 

3. Posee resistencia a multimetales, entre ellos: Na3AS03 (300 ¡Jg/mL), CuSe04 

(275 ¡Jg/mL), ZnS04 (220 ¡Jg/mL) y LiCI (>600 ¡Jg/mL) y es altamente 

resistente a ampicilina (~32 1J9lmL) y vancomicina (30 ¡:.¡gtmL). 

4. La cepa bacteriana CTe-01 corresponde a A. veronii según la presencia del 

gen 168 ADNr, alberga un plásmido que migra electroforéticamente entre las 

bandas de 6,557 a 9;416 pb con respecto al marcador de peso molecular 

Lambda DNA/Hind 111 y el análisis de SPS-PAGE no evidencia la expresión 

de proteínas en presencia de K2Te03_ 
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VIl. RECOMENDACIONES 

Se recomienda realizar ensayos de transformación bacteriana en E. coli con 

el plásmido de la cepa de estudio, para determinar si la resistencia de 

A. veronii a telurito de potasio proviene de algún determinante genético 

presente en él. 

Se propone obtener la secuencia nucleotídica del plásmido completo para el 

clonamiento de genes y expresión de proteínas que posible!mente confieran 

resistencia a diversos metales pesados, antibióticoso·factoresdeviralencia. 

Se sugiere aplicar otras técnicas en la detección de proteínas como la 

electroforesis bidimensional, para detectar de manera adecuada si existe 

algún patrón de bandas heterogéneo que demuestre alguna inducción o sobre 

expresión de proteínas inducidas por el telurito de potasio. 
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IX. ANEXOS 

1cte-o1 
L.fO. 

Fig. 09. Cepa CTe-01 conservada en medio LB. con 30% de glicerol 

Fig. 10. Equipo automatizado VITEK 
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Tabla 11: Soluciones para la preparación del gel separador (12%). 

Componentes 

H20 

Solución de acrilamida 30 % 

Tris HCI (pH 8,8) 1 ,5 M 

SDS10% 

Persulfato de amonio 1 O % 

t~EtilfED 

Volumen {ml) 

2,24 

2,8 

1,82 

0,07 

0,07 

d,oó28 

Tabla 12: Soluciones para la preparación del gel concentrador (5%). 

Componentes 

H20 

Solución de acrilamida 30 o/o 
Tris HCI (pH 8,8) 1 ,5 M 

SDS10% 

Persulfato de amonio 1 O % 

TEMED 
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Volumen {ml) 

2,1 

0,5 

0,38 

0,03 

0,03 

0,003 



Tabla·No 13 .. Relación de ensayos bioquímicos del sistema automatizado VITEK 

Análisis 

Fermentación de azúcares 
Adonitol 
L-arabitol 
D-celobiosa 
O-glucosa 
o.:.maltosa 
D-manitol 
D-manosa 
Xilosa 
Palatinosa 
D-sorbitol 
Sacarosa 
D-tagatosa 
D4realosa 

Actividad enzimática 
L-pirrolidonil-arilamidasa 
Ala-fe-pro-arilamidasa 
[J-galactosidasa 
Glutamil arilamidasa 
y-glutamil-transferasa 
[)-g lucosidasa 
[)-alanina~arilamidasa 

L-prolina-arilamidasa 
Tirosina-arilamidasa 
Glicina-arilamidasa 
Lipasa 
Ureasa 
a-glucosidasa 
a-galactosidasa 
p-N-acetil-glucosaminidasa 
[J-N-acetil-galactosaminidasa 
Fosfatasa 
Ornitina descarboxilasa 
Lisina descarboxilasa 
[J-glucuronidasa 

Fuente de carbono 
Citrato 
Malonato 
Gluconato 
Lactato 
Succinato 
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Cantidad/Pocillo (mg) 

0,1875 
0,3 
0,3 
0,3 
0,3 
0,1875 
0,3 
0,0324 
0,3 
O, 1875 
0,3 
0,3 
0,3 

0,018 
0,0384 
0,036 
0,0324 
0,0228 
0,036 
0,0174 
0,0234 
0,0276 
0,012 
0,0192 
0,15 
0,036 
0,036 
0,0408 
0,0306 
0,0504 
0,3 
0,15 
0,0378 

0,054 
0,15 
0,3 
0,186 
0,15 



Fig; 11. Pruebas bioquímicas adicionales de la cepa bacteriana CTe-01 

Flg. 12. Medio Citrato Simmons Á: fubo sin inocular; 8: Cepa Cte-01". 
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Fig. 13. Medio TSI A: tubo sin inocular; 8: Cepa CTe-01. 

Fig. 14. A: Test de catalasa; 8: Test de oxidasa. 
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Fig. 15. Medio LIA A: Tubo sin inocular; 8: Cepa CTe-01. 

,! 
i· 

Fig. 16. Prueba Voges-Proskauer A: Caldo glucosado con cepa de 24 horas sin 
agregar reactivo VP; 8: Cepa CTe-01 (Post agregado de reactivo VP). 
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Fig. 17. Medio Urea A: Tubo sin inocular; B: Cepa CTe-01. 

Fig. 18. Medio MIO A: Tubo sin inocular; B: Cepa CTe-01. 
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Fig. 19. Medio gelatina A: Tubo sin inocular licuado a 3rc y puesto luego a 4°C; 
B: Cepa CTe-011icuada a 3rC; C: Cepa CTe-01 pu~sta a 4°C por_10 min. 
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Fig. 20. Medio Telurito de potasio A: Control negativo (Enterococcus faecium); 
8: Cepa CTe-01. 

Fig. 21. Medio Bilis esculina A: Control positivo (Enterococcus faecalis); 
8: Cepa CTe-01. 
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Fig. 22·. Medio Agar sangre. Verificación del tipo de hemólisis de la Cepa 
CTe-01. 
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Tabla N° 14. Halos de inhibición estándares. 

.Agente Sigla -Potencia Resistencia Susceptible 
antimicrobiano (mg> (mmr (mm} 

Amikacina KN 30 ~14 0!: 17 

Ampicilina AM 10 ~13 0!:17 

Amp-sulbactam AMS 20 ~ 11 0!:15 

Cefalotina CF 30 ~ 14 0!:18 

Cefotaxima CTX 30 ~ 14 0!: 23 

Estreptomicina S 10 ~ 11 0!: 15 

Gentamicina GM 10 ~ 12 0!:15 

Kanamicina KN 30 ~13 0!:18 

Tobramicina DOT 30 ~12 0!:15 

Vancomicina VA 30 ~16 0!: 17 
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Fig. 23. Incubación y agitación de tubos para evaluar el efecto del buffer fosfato en 
la resistencia a telurito de potasio en medio líquido. 
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Fig. 24. Electroforesis de los productos·de PRC de la cepa CTe-01 ·en ·cámara 
horizontal. 
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Fig. 25. Alineamiento de secuencias mediante el programa REVSEQ EMBOSS. 
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Fig. 26. Alineamiento de secuencias mediante el programa CLUSTAL OMEGA. 
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Fig. 27. Comparación de secuencias mediante el programa BLAST. 

8NCBI IAióatat>ases·--v...-n-----------------------1~ 
-~"' -"""""""' _) Welcome lo NCBI -, 'N9ll Home 

l_!l~;;l;;:bt;.:fll:.:,-li~--­

!,..~~J•·----­
~~~Biolmays---~ 
I____E!'~---~-

DNA&RNA 
~ ~·· -- ~-~ ··- --- .. ~~~ ...-.-..-... 

The Nmñ:rrtat Cenl:erfor Biatechnology tn:CII"'mation acM~neea science and healh by ptMcfing acces9 to biomedical 
""" gonomlc lnbmallon. 

~lrm.i!1!li~IB.mm;bl~ 

Get Slarted 

• fm:lwJlyzedata.,.;.,gNCillsdlwafe 
• llo!m!2!5!J: Gol NC8I date or 8o!tware 
• tf2rt..Dn: Leam howto aceorn¡iish specffic tasks et NCBI 
• ~: SUbmil data to Genftank or otber NCHI dalsbases 

Fig. 28. NCBI. Base de datos disponibles en línea. 
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Fig. 29. Corrido electroforético de muestras para el perfil proteico de la cepa CTe-
01 en cámara vertical. 

Fig. 30. Tinción del gel de poliacrilamida en colorante azul de Coomassie. 
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Preparación de reactivos para la extracción de plásmidos por lisis alcalina. 

Solución 1- Resuspensión celular 

25 mM Buffer TRIS HCI (pH 8,0) 

10 mM EDTA (pH 8,0) 

Solución 11 - Lisis celular 

0,2 N NaOH 

1%SDS 

Solución 111 - Neutralización celular 

5 M acetato de potasio 

Ácido acético glacial 

H20 
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