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RESUMEN

El telurito es extremadamente téxico para la mayoria de los organismos vivientes. Sin
embargo, existen pocas bacterias capaces de crecer y reducir el telurito a ciertas
concentraciones. En el presente estudio, se realizé la caracterizacion de la cepa bacteriana

denominada como CTe-01 resistente a telurito de potasio.

Se determinaron las siguientes caracteristicas: microscéopicas y culturales; bioquimicas,
mediante el sistema automatizado VITEK, la resistencia a diferentes sales de metales
pesados mediante determinacién de MIC; resistencia a antibiéticos, por el método de Kirby-
Bauer; el efecto del fosfato de sodio en la resistencia a K2TeQOs, por medio de curvas de
crecimiento; amplificacién y secuenciacién del gen 16S ADNr para identificar la cepa
bacteriana hasta nivel de especie; se verificd la presencia de ADN plasmidial, por

electroforesis en gel de agarosa y se realizé el perfil de proteinas 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. Asi mismo, fermenta la glucosa, maltosa, manitol y sacarosa;
cataliza reacciones quimicas 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 pug/mlL; KoTeOs, 150; K2CrO4, 60; K2Cr207, 50; AgNQs, 50; HgClz, 20;
NiSO4, 450; CoClz, 150; NasAsOs, 300; CuSOs, 250; ZnSO4, 210; LiCl, >1000; CdClz, 100) y
muestra resistencia a antibidticos (en pg/mL; tobramicina, 20; vancomicina, 30; ampicilina,
10; ampicilina sulbactam, 20). Asi mismo, se determin6é que el fosfato de sodio afecta el
crecimiento de la cepa CTe-01 en presencia de telurito de potasio tanto en medio liquido como
en medio sélido. El andlisis de la secuencia permitié identificar la cepa como Aeromonas
veronii. Porta un plasmido que migra entre las bandas de 6,557 a 9,416 pb con respecto al
marcador de peso molecular estandar Lambda DNA/Hind lil. En el perfil de proteinas totales,

no muestra sobreexpresion 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.



1. INTRODUCCION

Lé caracterizacion de 'mvicro.organismo‘s, inCIuyendo la identificaciéon bacteriana
se utiliza en una amplia variedad de aplicapiones, tales como: mgdicina forense
microbiéna, amenazas de bioterrorismo y estudios ambientales*2. A pesar de la falta
de una definicién coherente dg especies, la oportuna caracterizacion e identificacion
de las bacterias siguen siendo critica en muchas areas, como salud plblica,
d‘iagnéstvico- clinico, monitoreo ambiental, control de- la seguridad alimentaria- y- la

identificacion de agentes de amenaza biolégica.

Recie‘ntes avances en técnicas moleculares han qfrecido alternativas
atravctivas a los proéedimientos ~ microbiolégicos cohvencionales para la
caracterizacién e identificacion de microorganismos. Estos nuevos métodos pueden
proporcionar una salida rapida de datos, sobre cepas individuales y pob!abiones
enteras®® sin restarlé importancia a las técnicas convencionales y automatizadas que

son una herramienta Util y rapida para el andlisis microbiolégico.

El aislarhiento y la caracterizacion de microorganismos resistentes a metales y
metaloides como el Te és de trascendencia debido que bacterias aisladas del
ambiente, si bien pueden ser patégénas para el hor‘ﬁbre,’ animales'y plantas, debido
a sus determinantes genéticos de patogenicidad y virulencia, son de utilidad en
procesos biotecnologicos®® como bioadsorcion*, sintesis de  nanoparticulas* y

biorremediacion3+3348.15 de ambientes contaminados.



El desarrollo industrial y .Ia creciente urbanizacién causan pi’oblemas
ambientales graves debido al vertimiento de efluentes industriales y domésticos con
presencia de metales toxicos, los cuales constituyen la causa de la contaminacién de
los ambientes acuéticos?, sedimentos y aguas subterraneas. Esta contaminacion
causa efectos adversos en el hombre, animales y vegetales. Sin embargo existen

microorganismos que crecen en presencia de metales toxicos.

La resistencia bacteriana a metales pesados, los mecanismos de resistencia y
los determinantes genéticos involucrados, tanto en los cromosomas bacterianos,
plasmidos, o transposones?: 2, han recibido especial atencién debido a que las
cepas resistentes pueden utilizarse como una alternativa en la detoxificacion de
ecosistemas contaminados por metales pesados y metaloides. Dado que estos
elementos, tales como: Ag*, Cd?" Cr¥*, Hg?*, Pb?*, Sb®*, Se** y Te** son poco o
nada biodegradables®?24 su interés biologico se debe principaimente a su
toxicidad** por lo que representan una amenaza para todos los organismos?’, debido

a sus efectos toxicos y mutagénicos??’.

El teluro es un metaloide que pertenece al grupo (VI-A) de la tabla periédica,
se encuentra en concentraciones bajas en el ambiente (alrededor de 0,002 ppm) y
en cantidades moderadas én muchos alimentos, incluyendo el ajo. Se encuentra:
principalmente en forma de telurito (TeOs?) y telurato (TeO4%), ambos toxicos parala
mayoria de microorganismos*%445211.3% = particularmente para bacterias Gram-
n'e‘g'ativa‘sf’z-&“; a concentraciones tan bajas como 1 pug/mL®""'® y también para las

células de mamiferos's.



Las bacterias resistentes a telurito (TeO3?) se caracterizan por reducir el telurito
a teluro metalico (Te?) insoluble y no téxico*® el cual es acumulado intracelularmente
como inclusiones negras'®28'! Este fenémeno también ha sido observado en

levaduras y eritrocitos®?.

La toxicidad del telurito se debe a su caracter de oxidante fuerte y ala
interferencia en numerosos procesos celulares*t. A pesar de su toxicidad, existen
bacterias resistentes naturales a telurito las cuales han sido aisladas de entornos
clinicos y muestras ambientales®'. Algunos organismos Gram positivos como cepas
de Corynebacterium diphtheriae, Streptococcus faecalis y Staphylococcus aureus,

son naturalmente resistentes a telurito de potasio®.

Existen diversos ensayos que permiten caracterizar a las especies bacterianas
e incluyen entre otros, las pruebas bioquimicas, morfolégicas, fisiolégicas y también
métodos moleculares, como gendémica, basado en la secuenciacion del gen 16S
ADNrry otros genes de expresion constitutiva, que permite la identificacion bacteriana

con mas precisién, basados en la expresién de proteinas y perfiles de plasmidos.

En el presente estudio se planteé caracterizar la cepa bacteriana CTe-01 que
resiste a K;TeOs; y se propuso como objetivos: determinar sus caracteristicas
culturales, bioquimicas vy fisiol6gicas; determinar la especie bacteriana mediante la

secuenciacion del gen 16S ADNr y determinar su perfil de plasmidos y proteinas.



Il. ANTECEDENTES

A nivel internacional se document? los siguientes estudios:

Rathgerber y col. (2002) en Canada, aislaron 10 cepas de bacterias altamente
resistentes a telurito de potasio de muestras de respiraderos hidrotermales.
En médios conteniendo telurito de potasio acumulando de teluro metalico. El MIC a
la sal de teluro oscilé entre 1500 y 2500 pg/mL. El analisis filogenético revelé que 4

de las 10 cepas pertenecian al género de Pséud'oalteromonas.

Coral y col. (2005) en Turquia, aislaron 48 cepas de Pseudomonas spp. de aguas
residuales, las cuales fueron caracterizadas en base a sus cualidades morfologicas,
culturales y bioguimicas. La mayoria de cepas fueron resistentes a telurito de potasio
con un MIC de 55 pg/mL y‘dE'ténninaroﬁ‘que‘ las” cepas poseian un plasmido que

mediaba la resistencia a telurito.

Kagami y col. (2012) en Jap6n, aislaron dos cepas Bacterianas resistentes a 30 mM
de telurito y tenian la capacidadde remdver entre 86-89% de telurito delagua. Fueron
identificadas como Stenotrophomo‘naé maltophilia y Ochrobactrum anthropi, por sus
rasgos fenotipicos, ensayos bioquimicos y por secuenciacion del gen ARNr 16S

mediante PCR.



Shamim y col. (2013) en lndia‘;-aisléron e identificaron una cepa de Aeromonas
caviae basada en sus caracteristicas bioquimicas. Mostré resistencia a nitrato de
plomo de 1,2 mM y para Qt_ros metales donde los valores MIC fueron 1,2 mM, 30 uM,
0,4 mMy 09 mM pa}r,a‘ ZnS0Oy, 'HgClz, CdSO4 y CuSO,, respectivamente. Ademas
‘ mbstré vresistencia. ; a antibidticos comunes como amikacina, ciprofloxacino,
kanamicina, estreptomicina, ehtre otros. El analisis de SDS-PAGE evidencio a tres
proteinas- inducidas-por el:vplom.'o, con un peso-moIéCular de-15;7; 16;9-y 32,4 KDa-

posiblemente involucradas en la resistencia a este metal.

- Arenas y col. '(2014)'-ven Chile, aislaron 123 bacterias resistentgs a telurito de
muestras colectadas en la Anfértida y caracteri?aron seis huevas cepas bacterianas
resistentes y reductoras dev ‘telurito. Identificaron cepas de Staphylococcus
‘hameolyticus, Staphylococcus sciurL Acinetobacter hameolyticus, Pseudomonas lini
y dos cepas de Psychro_béctef immobilis mediante secuenciamiento del gen ARNr
1'6S'; Estas rﬁO'stra’ron"un"a“ resistencia a telurito entre 35 y 575 pg/mL y un alto nivel

de reduccién del ion téxico.




Il. MATERIALES Y METODOS

3.1. Material Biolégico

3.1.1. Cepas bacterianas

e La cepa bacteriana CTe-01 resistente a telurito de potasid (100
pg/mL) fue aislada de la Iaguné de oxidacion de Cachiche y
perfenece al cepario del ‘laboratorio de Biologia Molecular y
Biotechologia de la Facultad de Ciencias Bioldgicas,

Universidad San Luis Gonzaga de Ica.

o La cepa comercial Escherichia coli BW25113 fue utilizada como

control en los ensayos.

3.2. Métodos

3.21.

Reactivacion 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 F.ig. 09). Se reactivé inoculando 20 uL
de cepa en 1mL de caldo L.B. y se inéubé a 37°C por 24 horas. Luego
del crecimiento, una asada de esta suspension se sembré por estrias 'y’
agotamiento en placas con agar L.B. y se incubaron a 37°C por 24

horas.



3.2.2. Caracteristicas culturales y microscépicas

3.23.

Para la observacion de las caracteristicas macroscopicas, se tdmé una
asada de cultivo liquido de la cepa bacteriana CTe-01 y fue sembrada
por estrias y agotamiénto en placasv de Agar LB. y Agar LB.
suplementado con 100 pg/mL de K,;TeOs;'. Las caracteristicas
microscopicas de la cepa CTe-01 se verificaron mediante tincion

Gram**.

Caracterizacion bioquimica

El perfil bioquimico de la cepa bacteriana CTe-01 se determiné
mediante el sistema automatizado VITEK en el laboratorio de
Microbiologia del Hospital Nacional Docente Madre y del Nifio “San

Bartolomé” de la ciudad de Lima, (ver anexos Fig. 11y Tabla N° 13).

Se prepard una éuspensién de la cepa en un tubo 1,8 mL de solucién
salina al 0,45% y se ajusté la suspension al tubo nimero 1 de la escala
de McFarland. Se extrajo la tarjeta de identificacién para bacterias Gram
negativas y se rotul6é el numero de la cepa. Los pocillos de la tarjeta de
identificacion se llenaron con la suspensvién celular (100 pL) y se coloco
en &l modulo lectdr-inchbadOr, se sigui6 el procedimiento de acuerdo al

manual VITEK hasta obtener el reporte generado por el equipo®.



3.24.

Se realizo6 también una caracterizacion bioquimica adicional. Se

determind su capacidad de utilizar el citrato como Unica fuente de

carbono, en agar citrato Simmons; su capacidad de fermentar la -

glucosa, lactosa y sacarosa, en agar Hierro Triple aztcar (TSI);

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

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

descarboxilacion/desaminacioén de la lisina y la produccién de acido

sulfhidrico, en agar Lisina Hierro (LIA); presencia de acetoina, en la

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

agar urea; su movilidad, actividad ornitina descarboxilasa y produccion
de indol, en medio de movilidad/indol/ornitina (MIO); capacidad de
hidrolizar la gelatina, en medio de gelatina; la feduccién del telurito dé
potasio en medio LB. con telurito de potasio; la hidrélisis dé la esculina,
en agar bilis esculiné; su tolerancia a la glucosa y produccién de

hemolisina, en agar sa‘ng’r‘e; (ver anexos Fig. 11 a Fig. 22).

Caracterizacion fisiol6gica.

3.2.4.1 Determinacién de las concentraciones minimas inhibitoria

(MIC) de diferentes metélés pes»adoé.

El MIC fue determinado como la concentracion mas baja del

metal que inhibié completamente el crecimiento

bacteriano®35%. Se ensayaron los siguientes metales

pesados: Cr, Ag, Hg, Ni, Co, As, Cu, Zn,vLi, Cd, Te. Esfos

fueron- usados como- K>CrO4 (0a100 pg/mL); KzCI’zOr(O-‘-;IOO'

pg/mL); AgNO3{(0-100 ug/mL); HgCl2 (0-100 pg/mL); NiSO4 (0-



600 pg/mL); CoCl; (0-400 pg/mL); NazAsO; (0-600 ug/mL);
CuSOs (0600 pg/mL); ZnSO4 (0-300 pg/mL) LiCl (0-1000

ug/mL); CdCl; (0-100 pg/mL)y K-TeOs (0-200 pg/mL).

Elensayo se realiz6 en tubos de vidrio, con 2 mL de caldo L.B.3,
suplementadvovcon suficiente volumen de solucién stock para
alcanzar | las concentraciones de los metales pesados.
Finalmente, se agregd 40 uL de la cepa bacteriana crecido en
2 mL de caldd L.B. a 37°C por 24 h%. Los tubos se incubaron
en agitacién (.150 rpm) a 37°C por 24 h*?'2, Los ensayos
fueron realizados por friplicado“. La cépa bac_teriéna CTe-01
fue COnsideréda resistente cuando crecié por sobre los valores

de MIC del org'a‘r’iismovcomrdl, Escherichia coli BW25113"3-

3.2.4.2 Susceptibilidad a antibiéticos.

La susceptibilidad a antibiéticos fue ensayado in.vitro usando
el método de difusion de disco de Kirby—rBauer36v-°-9"‘8'2'3“'45
modificado. L.'os antibidticos ensaya’dos y la potencia de los
discos fueron los siguientes®: es_treptorhicina (S; 10 ug),
tobramicina (DOT; 30 pg), gentamicina (GM; 10 pg) neomicina
(N; 30 ug), cefalotina (CF; 30 pg), céfotaxime (CTX; 30 pg),
ampi_ciliné sulbactam- (SAM), ampicilina (AM; 10 pg),
kanamicina (KN; 30 ug), amikacina (MK; 30 pg) y vancomicina
(VA; 30 ug).

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

fue usado como indculo para el ensayo?®, 100 ul de este cultivo



se dispuso en placas de agar Mueller-Hinton usando un hisopo
de algodon estéri embebido en solucibn salina
fisiologica®'48303445 - | os discos de antibidticos fueron
colocados en la superficie del agar usando una pinza de metal,
suﬁciente‘mente separados unos de otros con el fin de evitar la
su’perpovsicién de zonas de inhibicién. Después de 30 minutos,
las placas se invirtieron e incubaron a 37°C por 24 h en
condiciones aeroébicas*®. Escherichia coli BW25113 fue usado

“como organismo control.

Luego del crecimiento con una regla milimetrada se midieron
los halos de inhibicién. Se clasificaron en resistente (R),v
intermedio (I) o susceptibles (S) dependiendo del diametro de
los halos, incluyendo el diametro de los discos (6 mm)**. Se

utilizé una tabla patrén de halos, (ver anexos Tabla. N° 14).

Ademéas se determiné los MIC de diferentes antibidticos |
mediante el sistema automatizado VITEK, la concéntracién de
los antibiéticos utilizados en-pg/mL fueron: ampicilina-(4, 8, 32);
amp—sulbéctam (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), vg.entamicina (4, 18, 32), tobrémicina (8, 16, 64),
- ciprofloxacino (0,5; 2, 4), levofloxacino (0,25; 0,5;' 2, 8),
nitrofurantoina (16, 32,64) y trimetoprima/sulfametbxazol (19,

76, 304).

-10-




- 3.2.4.3 Efecto del fosfato de sodio en la resistgncia a telurito de

potasio.

3.2.4.3.1 En medio sélido.

}
La cepa bacteriana fue crecida en 1 mlL de caldo L.B.

suplementado con 100 pg/rﬁL de telurito de potasio,
en agitacion a 37°C durante toda la noche. Se
transfirié 20 pL de este cultivo fresco a 1 mL de caldo
LB.yse pr_epara'rbn diluciones seriadas desde 10"

hasta 10* en tubos con 9 mL de SSF.

La ultima dilucién se sembré6 en placas deagarL.B.,
L.B. + Te (100 ug/'mL),‘ L.B. + BF (20 mM) y en placas
de LB. + Te (100 pg/mL) y a diferentes
concentraciones de fosfato (1, 5, 10, 15, 20 y 50
mM). Para-esto se-adicioné 100-uL de-la-dilucion-y
se sembré én toda la superficie. Las placas fueron

inc‘ubada.s a 37°C por 24 h.

3.2.4.3.2 En medio liquido

El crecimiento de la cepa CTe-01 fue estudiada en
caldo L.B. (¢ontrol), caldo L.B. + BF (20 mM), L.B. +
Te (1.00‘-pg/mL) y en L.B. + Te (100 pg/mL) con
difefentes concentraciones de fosfato (0,5; 1,3, 5, 10

Yy 20 mM).

-11-



Adicionalmente, se ensayd con L.B. + Te (50 pg/mL)
con 10y 26 mM de fosfato de sodio, como control se
us6 medio L.B. suplementado con 50 pg/mL de
- KoTeOs. Lés tubos se inocularon con 3007 uL de
cultivo crecido toda la noche en agitacion (150 RPM)
a 37°C en 15 mL de caldo L.B. (ver anexos Fig. 23).
El crecimiento fue determinado midiendo cada hora
b'el incremento de biomasa, por medicién de Ia
absorbanciaz= a = 6000 nm utilizando  un

espectrofotdmetro marca UNICO 2100452,

3.2.5. Caracterizacién molecular
3.2.5.1 Secuenciacion del gen 16S ADNr
3.2.5.1.1 Extraccion de ADN genémico

El ADN de la cepa bacteriana CTe-01 fue aislédo
usando el protocolo de extraccion de ADN de Wizard

Genomic DNA Purification kit (Promega®)*".

La cepa CTe-01 se sembr6 en placas de agar L.B. y
se incub6 pqr’24 h a 37°C. Una asada de células se
resuspendio y luego se lisé en 300 pL de una
éolucién de lisis nucleica por pipeteo suave..Se
incubd a 80°C por 5§ minutos y para remover el ARN
se agregé 1,5 ul de solucién ARNasa e incubd a

37°C por 1 hora.

-12-




Para remover las proteinas y los restos celulares se
agregé' 100 upl de- solucién de- precipitaciébn de-
proteinas, se usé vortex a maxima velocidad por 20
ségundos, para mezclar la solucion de precipitacion
de proteinas con el lisado celular. Se incubé en hielo

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

El sobrenadante conteniendo el ADN, se transfiri6 a
un tubo nuevo de microcentrifuga conteniendo 300
ulde isoprobanol y se mezclé sUavemente hasta que
las cadenas de ADN a manera de hilos, formaran

una. masa.visible..

Se centrifugd a 14000 rpm por 1 min. y
cuidadosamente se descarté el sobrenadante y se

secé el tubo en un papel absorbente.

Se agregé 300 pl de etanol al 70% y se invirtié
suavemente para lavar el ADN. Se centrifugd a
14000 rpm por 2 min. y se aspird el sobrenadante. EI
tubo se secé con papel absorbente y se agregé 50 pl
de solucién de rehidrataciéon, finaimente se

almaceno6 el ADN a 4°C.

-13-



3.2.5.1.2 Amplificacion del gen 16S ADNr mediante PCR

El gen 16S ADNr fue ampliado por reaccién en

cadena de la ADN polimerasa (PCR) usando ADN

‘cromosomal extraido anteriormente y-los partidores .

siguientes?:

Partidor directo (Primer 16S-F2):

5- AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3°

Partidor reverso (Primer 16S-R»):

5'- AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3".

Se agregaron los componentes de la- mezcla de

reaccién segun se indica (Tabla N° 01).

Tabla N° 01: Componentes dé la reaccionde PCR.

Reactivos Concentracion Volumen (pL)
Master mix (2 X) 2X 25

H.O desiohizada - 225

Primer 16S-F» 40 pmoliyL 1

Primer 16S-Rz 40 pmol/uL 1

ADN - Cte-01 0,1 pg/ pl 0,5

Volumen total 50 pL

*F: Directo; R: reverso
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Se utilizé6 30 pL de aceife mineral PROMEGA, para
cubrir [a mezcla y evitar la evaporacion debido a las

alt'aAs' temperaturas del proceso de PCR.

3.2.5.1.3 Parametros de la reaccion de PCR

La reaccién de PCR se llevé a cabo utilizando un
" termociclador PTC 100, con el siguiente programa

(Tabla N° 02):

Tabla N° 02. Programa de PCR para amplificar el

gen 16S ADNr de la cepa CTe-01.

Etapa Tehpératura (°C) Tiempo
Desnaturalizacion | _ ' |
_ 94 5min
inicial
| 30 ciclos
Desnaturalizacion 94 1 min
~ Hibridacion 47 45
Elongacion 72 1 min
Elongécién final 72 5 min
Conservécién 4 10h
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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 al 1% en buffer:'l_'AE.
Secargaron enlos pocillos del gel, 3 yL del marcador
de peso molecular (Lambda DNA/Hind il markér) y
5 UL de los productos de PCR mezclados con 2 L

de tampoén de carga.

La electroforesis se realizé a 50 V durante 50 min en
una cémafa de electroforesis horizontal, (vér anexos
Fig. 24), luego-se-retiré el-gel, se tiié con'bromu'ro '
de etidio (0,1 pg/mL) por 5 min y se lavé con agua
destilada por 10 min. Para visualizar las bandas de
ADN, el gel se expuso a la luz U.V‘.. en. un.

transiluminador.

3.25.2 Secuenciacion y andlisis In silico de las secuencias

i
nucleotidicas.

Los productos de PCR (20 uL) fueron remitidos a la empresa
Macrogen USA‘ para su secuenciacion

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

Las secuencias de nuclettidos recepcionadas en bloc de
notas, se transfirieron a formato Word con letra Courier New

tamaiio 11.
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Se copid la secuencia reversa (Reverse) y con el programa

REVSEQ EMBOSS (http://femboss.bioinformatics.nl/cgi-

bin/emboss/revseq) se invirti6 la secuencia reversa, (ver

anexos Fig. 25).

Luego se utilizo el programa CLUSTAL OMEGA, para el
alineamiento de las secuencias nucleotidicas

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msalclustalo/)*®, (ver anexos

Fig. 26).

En la edicion, se obtuvo una secuencia consenso ef cual se
guardd eﬁ formato fasta (>seqCTe-01) y se utiliz6 el
programa BLAST*%2 (h‘ttg:/[blast.ncbi.nlm.nih.gov/BIast.cgi),
(ver anexos Fig. 27), para  observar la similitud de las
secuencias de nucleétidos con la base de datos. Se ingresé
la secden’cia' y se seleccion¢ aquellas con” mas secuencias.
Se obtuvo un cuadro de’ secuéncias de alineamientos
signiﬁcativosr, bomparando entre la secuencia nucleotidica
obtehida én el secuenciamiento y las secuencias

depositadas_ en la base de datos del Genbank

(http://www.ncbi.nim.nih.gov/), (ver anexos Fig.28).
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3.2.5.3 Perfil de plasmidos
3.2.5.3.1 Extraccion de ADN plasmidico.

El ADN plasmidial de la cepa bacteriana CTe-01 fue

obtenido por el método de lisis alcalina?.

La cepa se cultivé toda la noche en 5 mL de caldo
~L.B. a 37°C en agitacidon. Se transfirié6 1,5 mL del

cultivo bacteriano a un tubo Eppendorf y se

centrifugé a 10000 rpm por 5 min.

Se retiré el sobrenadante y se volvié a transferir 1,5
mL del cultivo bacteriano al mismo tubo Eppendorfy

se centrifug6é a 10000 rpm por 5 min.

Se resuspendié el sedimento en 150 pL de solucién
| de resuspension celular, enfriada previamente en
hielo y se resuspendié el sedimento utilizando
vortex. Se agregd 300 ui de la solucion 11 de lisis y se
mezclé por inversién 10 veces. Se incubd por 5 min,
seadiciond 225 L de la solucién Il de neutralizacion
y se mezclé por inversién 10 veces, (ver Anexos Péag.

72).

Se centrifugé inmediatamente a 14000 rpm por 5 min
y se transfirié el sobrenadante a un nuevo tubo
Eppendorf. Se agregé la solucion fenol-cloroformo-

alcohol isoamilico (25; 24; 1) en volimenes similares
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al sobrenadante y se mezcld por inversiéon 10 veces.
Se centrifug6 a 12000 rpm por 5 min y se transfiri6 el

sobrenadante a un tubo Eppendorf nuevo.

El ADN se precipité con 2 volimenes de etanol
absoluto y se mezcld por inversion. Se centrifugd a
12000 rpm por 5 min y se descartd el sobrenadante.
El tubo se secé sobre papel toalla y el sedimento se

lavo con. 1. mL de etanol al 70%.

Se centrifug6 por dltima vez a 12000 rpm por 5 min
y el sobrenadante fue descartado. EI ADN plasmidial
se disolvi6 en 25 pL buffer de resuspensién de ADN.
El ADN plasmidial se verific6 mediante electroforesis
en gel de agarosa tal como se describid

anteriormente.

3.2.5.4 Perfil de proteinas totales

El perfil de proteinas totales de la cepa CTe-01 se determiné
por electroforesis en gel de poliacrilamida con duodecil sulfato

s6dico (SDS-PAGE)**¥.
Los geles dé poliacrilamida se prepararon entré dos placas de

vidrio separadas por espaciadores y sellados con una fina capa

de agarosa. Para la preparacién del gel de poliacrilamida se
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utilizaron los componentes estandares (ver Anexos Tabla N°

11y N° 12)

La cepa bacteriana se cultivo en 5 mL de caldo L.B. y 5 mL de
caldo L.B. suplementado con 50 pg/mL de KzTed3, durante 12
horas a 37°C. Finalizado el tiempo se transfirié 1,5 mL del
cultivo bacteriano a un tubo Eppendorf y se centrifugd a 8000
rom durante 3 min. Se retird el sobrenadante y se volvié a
transferir 1,5 mL del cultivo bacteriano al mismo tubo
Eppendorfy se centrifugé a 8000 rpm durante 3 min. Se realiz6

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 L de tampén de resuspension Tris HCI
y en 50 pl de tampén 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 recuperd el sobrenadante. Este fue
sometido nuevamente a tratamiento térmico, sé centrifugé a

8000 rpm por 3 min y;se recupero el sobrenadante.

El gel polimerizado, se sumergi® en una camara de
electroforesis vertical, (ver anexos Fig. 29), que contuvo
tampon de electroforesis con SDS 1X. Se tomé 15 pL de
muestra y se cargd suavemente en los pocillos. En uno de ellos
se dispens6 10 pL del marcador de peso molecular estandar

de proteinas (broad range).
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Las mueétras fueron electroforetizadas por 2 horas. Luego el
gel se tifid con azul de Coomassie por 3 min en agitacion®, (ver
anexos Fig. 30) "'y se destifié en acido acético al 10% a 37°C
por toda la noche™. Las bandas fueron vanalizadas para

determinar el tamafio molecular relativo en cada muestra.
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IV.RESULTADOS
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Fig. 01. A: caracteristicas macroscépicas de la cepa bacteriana CTe-01 en LB + K2TeO3 (100
ug/mL); B: caracteristicas microscépicas mediante  tincion Gram de la cepa bacteriana CTe-01

(100X).

Tabla N° 03. Caracteristicas culturalés de la cepa bacteriana CTe-01 resistente a

telurito de potasio.

Caracteristica Colonia de cepa Cte-01
Color Incoloro

Diametro 1-2 mm

Forma Circular

Borde Entero

Elevacién Convexa
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Tabla N° 04. Caracteristicas bioquim.icas de la cepa bacteriana CTe-01
determinada mediante el sistema automatizado VITEK.

Caracteristica- ' CTe-01

Fermentacion de aziicares
Adonitol ' -
L-arabitol
D-celobiosa
D-glucosa
D-maltosa
D-manitol
D-manosa
Xilosa -
Palatinosa
D-sorbitol -
Sacarosa +/-
D-tagatosa -
D-trealosa , +
Actividad enzimatica
L-pirrolidonil-arilamidasa -
Ala-fe-pro-arilamidasa - -
p-galactosidasa -
Glutamil arilamidasa -
y-glutamil-transferasa -
B-glucosidasa ' -
p-alanina-arilamidasa -
L-prolina-arilamidasa +
Tirosina-arilamidasa +
Glicina-arilamidasa -
Lipasa- .
Ureasa -
a-glucosidasa -
a-galactosidasa - -

+ + + 1

p-N-acetil-glucosaminidasa - +
p-N-acetil-galactosaminidasa -
Fosfatasa -
Ornitina descarboxilasa -
.Lisina descarboxilasa +

p-glucuronidasa - -
Fuente de carbono

Citrato +
Malonato -
Gluconato -
Lactato -
Succinato o+

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

telurito de potasio.

Caracteristica | CTe-01

Fermentacion de azdcares

Glucosa +
Sacarosa +/-
Lactosa ‘ ‘ : -

Actividad enzimatica
Catalasa _ +
Oxidasa i +
Omitina descarboxilasa -
Lisina descarboxilasa v +
Ureasa : -
Gelatinasa -
Esculinaéa’ -

Productos de degradacién

Acetoina ' +
indol +
Acetato -

+ : Positivo; - © Negativo; +/-:'crecimiento débil.

-25-



Tabla N° 06. Concentraciones minimas inhibitorias (MIC) de diferentes metales

pesadbs para la cépa bacteriana CTe-01

Cepa CTe-01

Escherichia-coli-

Saldemetal LIRS zll/gz(fgli )
K:CrOs - 60 40
K:Cr.07 50 70
AgNOal 50 7
HgCl 20 3
NiSO, 450 250
CoCl 150 250
Na:AsO; 300 550
CuSO4 250 550
ZnsSO, 210 130
LiCI >1000 700
CdCl, 100 75
K:TeOs 50 1
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Tabla N° 07. Susceptibilidéd a antibidticos de la cepa CTe-01. Método de difusion

en disco.
Antibiético Sigla Poiencia Susceptibilidad
(hgl/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
Cefotaxima CTX | 30 S S
Amp-sulbactam AMS 20 R I
Ampicilina AM 10 R S
Kanamicina - KN 30 S S
Amikacina MK 30 S S
Vancomicina VA 30 R R

S: sensiblev; R: resistente; |: intermedio.
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Tabla N° 08. Susceptibilidad a antibioticos de la cepa bacteriana CTe-01 utilizando
el sistema automatizado VITEK.

Antibiético mg‘;ml_-) Susceptibilidad
Ampicilina 232 R
Amp-sulbactam 232 R
Cefazolina 8 R
Cefoxitina <4 S
Ceftazidima’ <1 S
Ceftriaxona <1 S
Cefepima <1 S
Imipenem <1 S
AmiKacina : <2 S
Gentamicina <1 S
Tobramicina <1 R
Ciprofloxacino <0,25 S
Levofloxacino 0,25 S
Nitrofurantoina <16 S
Trimetoprima/sulfametoxazol <20 S

S: sensible; R: resistente.
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Fig. 02. A: crecimiento de la cepa bacteriana CTe-01 en agar L.B. suplementado con
100 pg/mL de K;TeOs; B: crecimiento en medio L.B. en ausencia de
KzTGOa.

Fig. 03. Crecimiento de la cepa CTe-01 en A: L.B. con K;TeOs/B.F 1 mM; B: L.B. +
"~ 20 mM de buffer fosfato; C: ausencia de crecimiento en medio L.B. + 100
pg/mL de K:TeOs + 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.

Condicioén Diametro colonia (mm)
L.B. | 1,56 £0,5

LB.+Te 0,5

L.B. + BF (20 mM) 1+£05

L.B. + Te+B.F (1 mM) 05 £0,25

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

L.B. + Te + B.F (10 mM) -
L.B. + Te + B.F (15 mM) -
LB.+Te+BF (20mM) -

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

- . 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. Crecimiento de la cepa bacteriana CTe-01 en ausencia y presencia de
| KoTeOs.
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Fig: 05. Crecimiento de la cepa CTe-01 en K.TeO; 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/Hind IIl; 1, productos de PCR de la amplificacion del gen 16S ADNr
de la cepa bacteriana CTe-01.

Tabla N° 10. Similitud de secuencia entre el gen 16S ADNr de la cepa CTe-01

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

Caracteristicas ’ , Gevn Bank '
“Similitud a la secuencia "~ Aeromonas veroniiB565 strain B565 165 ribosomal RNA
N° de acceso NR_102789.1
Cobertura % | ‘ 98
Expentancia | 0.0

Identidad % » 100
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F|gO7 Electroforesis- en-gel de agarosaal 1%. C_anjiles: M, Marcador Lambda
“DNA/Hind 1lI; 1, plasmido de la cepé bacteriana CTe-01.
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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 proteinas de E.coli
BW25113; D, Marcador broad range.
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V. DISCUSION

En el presente trabajo se caracterizé la cepa bacteriana CTe-01 que fue aislada de
aguas residuales de la laguna de oxidacién de Cachiche-Ica. Esta bacteria crece en
presencia de 100 pg/mL de K;TeOs; y tiene la capacidad de reducir el telurito de
potasio (Te**) a teluro elemental (Te), a juzgar por la coloracion 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

detoxificacion que les permite continuar su crecimiento en presencia del oxianion®.

La identificacién de la cepa CTe-01 realizada por el sistema automatizado VITEK
emitié un resultado que guarda concordancia con respecto a las especies contenidas
en su base de datos. Segun el estudio realizado por Castro y col. (2003) logré
identificar cepas de Aeromonas aisladas de muestras clinicas, peces y aguas
contaminadas, mostrando una reaccién positiva para la fermentacién de la glucosa y
sacarosa, descarboxilacién de la lisina y la utilizacién de citrato como fuente de
carbono. Ademas muestra una reaccién negativa a la hidrélisis de la esculina. Lo cual

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

Esta prueba ademas sugiere la realizacién de pruebas bioquimicas complementarias
para la identificacién final, este estudio reporté que cepa CTe-01 tiene una reaccion
positiva a la movilidad, catalasa y produccién de indol (Tabla N° 05), lo cual coincide
con las pruebas bioquimicas realizas por Sharon y col (2002) donde identificaron
cepas del género Aeromonas de muestras clinicas 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 reaccion. Estas observaciones ayudaron a la
identificacion de la cepa CTe-01, ademas pruebas moleculares fueron usadas para

confirmar la identificacion de la cepa como se describe posteriormente.

La cepa bacteriana CTe-01 mostré resistencia a los iones de cromo, plata, mercurio,
niquel, zinc, cadmio y teluro. EI MIC maximo observado fue para Ni (450 pg/mL) y el
minimo” para Hg (20 pg/mL) (Tabla N° 06). Esta resistencia se puede atribuir a la
presencia de metales en el sedimento acuético del cual fue aislada. La exposicién de
las bacterias a estos metales permite la seleccién de microorganismos resistentes,
con la capacidad de tolerar sus efectos nocivos, este proceso de adaptacién
espontanea, podria deberse al desarrollo 0 adquisicién de sistemas genéticos que

contrarrestan los efectos toxicos de los iones metalicos?.

A pesar de todos los estudios publicados, es dificil hacer una comparacién directa
con la literatura publicada debido a la diversidad de medios de crecimiento,
condicionés de incubacién y concentracion de metales utilizados'. 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 acuaticos, como resistentes a cadmio. La resistencia y reducciéon de
telurito de potasio por parte del género Aeromonas solo ha sido repo&ado 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

reduccién por parte de Aeromonas.

El gen posiblemente involucrado en la resistencia a telurito es /pdA localizado en el
- cromosoma de Aeromonas caviae que codifica para una enzima dihidrolipoamida

dehidrogenasa quien cataliza la oxidacion del NADH a NAD™,

En la evaluacién de susceptibilidad a antibiéticos, la cepa bactériana CTe-01 mostrd
que es resistente a un numero limitado de agentes antimicrobianos, _donde la
resistencia a aminoglucésidos, cefalosporinas y B-lactamicos es poco frecuente,
(Tabla N° 07). Estos datos concuerdan con los estudios realizados por Matyary col.
(2010), donde aislados de agua potable que pertenecen al género Aeromonas fueron

sensibles a aminoglucosidos y cefalosporinas.

-Asi mismo, en las investigaciones realizada por Akinbowale y col. (2007), cepas de
Aeromonas aisladas de sedimentos y peces, mostraron sensibilidad a cefotaxime,
cipdrfloxacino, gentamicina y nitrofurantoina, lo cual coincidé a los ensayos
realizados en este estudio. Sensibilidad a gentamicina y trimetoprima/sulfametoxazol
~ observada en la cepa bacteriana CTe-01 también se documenté en el trabajo

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

cultivos de Telapia 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 resistentés a ampicilina. Otras especies como A. hydrophila
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estudiadas por Negrete y col. (2003), aisladas del rifibn de peces con signos de
lesiones e infeccion, mostraron resistencia a cefazolina y ampicilina, tal como se
muestra con los resultados de.este estudio (Tabla N° 07). La resistencia a ampicilina
parece ser un patréon comun 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 Telapia mossambia.

Numerosas especies de Aeromonas han sido descritas como importantes patégenos
de especies acuaticas, ademas de su potencial patogenicidad en humanos*y la
resistencia a los antibidticos se debe a la presién ambiental o a la descarga excesiva

de antibidticos en ambientes acuaticos®®.

Los microorganismos desarrollan resistencia a antibiéticos, en ambientes donde su
concentracién es alta o por la adquisicion de un gen de resistencia que se encuentra
en algun elemento genético y es transferido a un organismo a través de la exposicion
de antibidticos?. Los datos obtenidos en este estudio evidencian que la cepa
bacteriana CTe-01 resistente a antibidticos no se limita al &mbito hospitalario, ya que
fue aislada de muestras ambientales donde es posible su-diseminacién a la-poblacion

en general.

En estudios anteriores seé ha demostrado qué la resistencia a telurito no esta
relacionada a productos de genes especificos, sino que es una respuesta
multifactorial que involucra directa o indirectamente rutas metabdlicas, sus sustratos

y productos’®.
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La primera indicacién con respecto a la captacion de telurito es el trébajo de Tomas
(1986) quien propuso que el oxianién ingresa a la célula a través del sistema de
transporte del fosfato® y que es dependiente del pH®. Aungue en el estudio realizado
por Borghese y Zannoni (2009) se demostré que el sistema de transporte de acetato
es utilizado por el telurito para ingresar a células de Rhodobacter capsulatus. Hasta

la fecha no se tiene una idea clara de la entrada de telurito hacia el interior celular?®.

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 medio L.B. suplementada con 100 pg/mL de
K.TeOs, (Fig.02-A). Sin embargo, la cepa bacteriana CTe-01 muestra un ligero
retraso en su crecimiento cuando se siembra en la condicién antes mencionada, pero

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

En mayores concentraciones de fosfato se observé ausencia de crecimiento, (Fig.03-
C). No obstante, en el trabajo realizado por Elias y col. (2012) se documenté que
cepas de E.coli en presencia de altos niveles fuentes de fosforo, es cuatro veces mas
tolerante a telurito manteniendo su viabilidad celular. En este caso es posible que las
bacterias usan el fésforo inorganico como fuente de fésforo 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 fésforo?. Es probable que al crecer en concentraciones altas de buffer
fosfato y en presencia del oxianién téxico, 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 ¢ontrastados con los ensayos en medio
liquido por medicién de la absorbancia a 600 nm. Donde se observé el mismo
fendémeno de toxicidad en p‘re‘se'ncié‘ de concentraciones mayores de 1 mM de buffer
fosfato, (Fig. 05). Se compard el crecimiento-de la cepa bacteriana CTe-01 en medio
L.B. en presencia y ausencia de telurito de potasio. La cepa bacteriana fue capaz de
crecer auna conce.ntréciénvde 100 pg/mL de K.TeOs sin embargo, alcanzé menores ‘
valores de O.D comparacién con la curva de crecimiento en ausencia del oxianion

(Fig. 04).

A pesar de ser la cepa CTe-01 resistente natural al oxianion', su crecirhiento es
Ii.mitado en presencia dé altas concentraciones, esto se puede deber a las
propiedades potenci‘almente'daﬁinas-,' como agente oxidante®. C'_uando el -telurito
alcanza concentraciones suficientemente altas y supera las primeras barreraé de

defensa, biomoléculas importantes son afectadas™.

La secuéncia del gen 16S ADNr indico que la cepa bacteriana designada com‘o CTe-
01 tiene 100% de identidad a A.vve“rOnni. (Tabla N° 10). Comt’mmen'te, A. veronii es
aislada de muestras cliniCas, ‘ambientales y en alimentos. -Causa infecciohe; en |
" heridas, diarrea debidoa la ingesta de agua contaminada o septicemia en p'a_ciéntés

inmunocomprometidos?®.

Se evidencio la existencia de un plasmido mediante electroforesis en gel de
agarosa®. Cuya'migraciéh -'electroforétiéa se observa entre las bandas de 6,557 a |
9,416 pb cbn respecto al marcador de peso molecular estéhdar Lambda DNA/Hind
I, (Fig. 07). En los trabajos realizados por Negrete y col. (2003) y Son y-‘col_. .(1997)

se refiere que A. hydrophila presenta plasmidos con diferentes tamafios ‘loé cuéles
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oscilan entre 25.7 Kb y 3.3 Kb respeétivamente, ambos refieren que las cepas son

resistentes a ampicilina.

En el perfil de proteinas de la cepa bacteriana CTe-01 mediante SDS-PAGE se
comparé el patrén de bandas de la Cépa con y sin exposicién a 50 ug/mL de K,TeOs,
donde no se evidenci6 diferendias entre ambas. Se observaron bandas proteicas de
65, 45, 44,5; 44 y 37 KDa apAr'0ximadamente. Lo que sugiere que no habria alguné
induccién o sobre expresién de profeinas por la presencia de telurito de potasio. En
el estudio realizado por Nagar y col. (2012)'muestraln un patron de bahdas de 65y

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

Una mejor variacién se observé en el patrén de bandas entre la cepa bacteriana CTe-

01y E. coliBW25113. La cual muestra un alto nivel de polimorfismo (Fig. 08).
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VI. CONCLUSIONES

Al téermino del trabajo de investigacion se llegé a las siguientes conclusiones:

1. La cepa bacteriana en estudio es Gram negativa, de forma bacilar, forma
colonias circulares de borde entero, incoloras cuando desarrollan en medio

LB.

2. La cepa bacteriana CTe-01 fefmehta los azﬂcareé siguientes: glucosa,

_ maltbsa,_ manitol y manosa. Posee -as siguientes actividades enzimaticas:

catalasa, oxidasa, lisiné descarboxilasa'. Utiliza él citrato y succinéto como

fuente de cafbono y generan ééetoina e ihdol como productos de degradacioén.
dela gldcosa y triptéfano, respec;fivam_ente.

3. Posee resistencia a multimetales, entre ellos; NasAsOs (300,ug/mL), CuSeOy4

(275 pg/mL)-,.b ZnSO. (220 pg/mL) -'y LiCI (>600 pg/mL) y eé aitamente

resistente a a'm'pié‘ilin'a‘ (232 pg/nil ) y vancomicina (30 g/mL).

4. La cepa bacteriana CTe-01 corresponde a A. veronii SegUn la presencia del
gen 16S ADNT, aibergé un plasmido que migra electroforéticamente entre las
bandas de 6,557 a 9,416 pb con respecto al marcad_pr de peso molecular
Lambda DNA/Hind 11l y él analisis de -SDS-PAGE nojevidencia la -expresién

de proteinas en presencia de K,TeOs.
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Vil. RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar ensayos de transformacién bacteriana en E. coli con
el plasmido de la cepa de estudio, para determinar si la resistencia de
A.veronii a telurito de potasio proviene de aigin determinante genético

presente en él.

Se propone obtener la secuencia nucleotidica del plasmido completo para el
clonamiento de genes y expresion de proteinas que posiblemente confieran

resistencia a diversos metales pesados, antibiéticos o factores de virulencia.

Se sugiere aplicar otras técnicas en la deteccién de proteinas como la
electroforesis bidimensional, para detectar de manera adecuada si existe
algun patrén de bandas heterogéneo que demuestre alguna induccién o sobre

expresion de proteinas inducidas por el telurito de potasio.
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IX. ANEXOS
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Fig. 10. Equipo automatizado VITEK
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Tabla 11: Soluciones para la preparacién del gel separador (12%).

Corhpbnehtes - _ Voluihen (mL)
HO | 224

Solucién de acrilamida 30 % 28

Tris HCI (pH 8,8) 1,5 M 1,82

SDS 10% 0,07

Persulfato de amonio 10 % 0,07

TEMED 0,0028

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

Componentes _ Vovlumen (mL)
HO 2.1 —
Solucién de acrilamida 30 % 0,5

Tris HCI (pH 8,8) 1,5 M 0,38

SDS 10% 0,03

Persulfato de amonio 10 % 0,03

TEMED : : 0,003
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Tabla N° 13..Relacién de ensayos bioquimicos del sistema automatizado VITEK

Analisis

Cantidad/Pocillo (mg)

Fermentacién de aziicares
Adonitol
L-arabitol
D-celobiosa
D-glucosa
D-maltosa
D-manitol
D-manosa
Xilosa
Palatinosa
D-sorbitol
Sacarosa
D-tagatosa
‘D-trealosa
Actividad enzimatica
L-pirrolidonil-arilamidasa
Ala-fe-pro-arilamidasa
B-galactosidasa
Glutamil arilamidasa
v-glutamil-transferasa
B-glucosidasa
B-alanina-arilamidasa
L-prolina-arilamidasa
Tirosina-arilamidasa
Glicina-arilamidasa
Lipasa
Ureasa
o-glucosidasa
a-galactosidasa S
B-N-acetil-glucosaminidasa
B-N-acetil-galactosaminidasa
Fosfatasa
Ornitina descarboxilasa
Lisina descarboxilasa
B-glucuronidasa
Fuente de carbono
Citrato
Malonato
Gluconato
Lactato
Succinato

0,1875
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

0,15
0,0378

0,054
0,15

0186
015
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Fig. 12. Medio Citrato Simmons A: tubo sin inocular; B: Cepa CTe-01.
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Fig. 13. Medio TSI A: tubo sin inocular; B: Cepa CTe-01.

Fig. 14. A: Test de catalasa; B: Test de oxidasa.
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Fig. 16. Prueba Voges-Proskauer A: Caldo glucosado con cepa de 24 horas sin
agregar reactivo VP; B: Cepa CTe-01 (Post agregado de reactivo VP).
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Fig.

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 37°C y puesto luego-a 4°C;
B: Cepa CTe-01 licuada a 37°C; C: Cepa CTe-01 puesta a 4°C por 10 min.
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Fig. 20. Medio Telurito de potasio A: Control negativo (Enterococcus faecium);,
B: Cepa CTe-01.

Fig. 21. Medio Bilis esculina A: Control positivo (Enferococcus faecalis),
B: Cepa CTe-01.
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Fig. 22. Medio Agar sangre. Verificacién del tipo de hemélisis de la Cepa
CTe-01.
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Tabla N° 14. Halos de inhibicién estandares.

;A‘gente ,V Sigla 4 —P_dtencia Resistencia Susceptible
- antimicrobiano (mg) {(mm) (mm)"
Amikaciné i KN 30 <14 217
Ampicilina ' AM : 10 | <13 217
Amp-sulbactam AMS 20_ N <11 215
Cefalotina CF 30 <14 218
Cefotaxima CTX 30 <14 223
Estreptomicina S 10 <N 215
Gentamicina GM 10 <12 215
Kanamicina KN - 30 213 >18
vTobramicina DOT 30 <12 215

Vancomicina VA 30 - £16 217
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Fig. 23. Incubacion y agitacion de tubos para evaluar el efecto del buffer fosfato en
la resistencia a telurito de potasio en medio liquido.

Fig. 24. Electroforesis de los productos-de PRC de‘la cepa CTe-01-en-camara
horizontal.
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Fig. 28. NCBI. Base de datos disponibles en linea.
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Fig. 29. Corrido electroforético de muestras para el perfil proteico de la cepa CTe-
01 en camara vertical.

Fig. 30. Tincién del gel de poliacrilamida en colorante azul de Coomassie.
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Preparacidén de reactivos para la extracciéon de plasmidos por lisis alcalina.

Solucién | - Resuspensién celular
- 25 mM Buffer TRIS HCI (pH 8,0)

- 10 mM EDTA (pH 8,0)

Solucién Il - Lisis celular
- 0,2 N NaOH

- 1% SDS

Solucién ill — Neutralizacion celular
- 5 M acetato de potasio
- Acido acético glacial

- H0
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