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RESUMEN

Se caracterizé el plasmidio pCTe-01 de Aeromonas veronii CTe-01 aislada de aguas
residuales. Esta bacteria es portadora de factores de virulencia y ha mostrado resistencia a
metales pesados y a antibidticos, mecanismos pobremente entendidos en este género y

atribuidos a la presencia de determinantes genéticos cromosomales y plasmidiales.

Para caracterizar el plasmidio pCTe-01 se optimizd su extraccion evaluando 4 métodos,
ademas de la realizacion de los ensayos siguientes: perfil electroforético; determinacion
del peso molecular, mediante corte con las enzimas restriccion BamHl|, Pstl, BstN y Mobl;
determinacién de la relacion entre el plasmidio y la resistencia a metales pesados y
antibidticos, mediante experimentos de conjugacién bacteriana entre la cepa donadora A.
veronii CTe-01 y la cepa receptora E. coli BW25113. Las caracteristicas de resistencia a
metales pesados se evaluaron mediante determinacién de las minimas concentraciones
inhibitorias y la susceptibilidad a antibidticos de diferentes grupos mediante el sistema

MicroScan.

El método adecuado para la extraccion del plasmidio pCTe-01 de A. veronii CTe-01 fue el
QIAprep spin Miniprep. El perfil electroforético de pCTe-01 evidencié que se presenta
como dos bandas, el peso molecular fue de aproximadamente 9.5 Kb, a juzgar por los
fragmentos obtenidos mediante digestion con la enzima BamHI. Se obtuvo la cepa
transconjugante E. coli CTe-01 la cual porta el plasmidio pCTe-01. Esta cepa mostro

resistencia adquirida al antibidtico cefazolina y a los metales Hg*?, Cd*?, Ni*2y Zn*2,

Se concluye que A. veronii CTe-01 posee el plasmido conjugativo pCTe-01 de 9.5 kb y

tiene relacion con su resistencia a metales pesados y antibioticos.

Palabras claves: Plasmidio, resistencia, Aeromonas veronii.



ABSTRACT

The pCTe-01 plasmid Aeromonas veronii CTe-01 isolated from wastewater was
characterized. This carries bacteria virulence factors and has shown resistance to heavy
metals and antibiotics, Mechanisms poorly understood in this genre and attributed to the

presence of chromosomal and plasmidial genetic determinants.

Extraction of plasmid evaluating pCTe-01 through 4 methods was optimized. Its molecular
characterization itself based on the implementation of the following tests: profile
electrophoretic; molecular weight determination by cutting with BamHI restriction enzymes,
Pstl, Mobl and BstN; determination of the relationship between the plasmid and resistance
heavy metals and antibiotics through experiments bacterial conjugation between the donor
strain A. veronii CTe-01 and the recipient strain E. coli BW25113. Resistance
characteristics one heavy metals were evaluated by determining the minimum inhibitory

concentrations and antibiotics susceptibility of a different groups by MicroScan system.

The proper method for extraction of plasmid pCTe-01 of A. veronii CTe -01 was the call of
Qiaprep spin Miniprep . The electrophoretic profile of plasmid showed that pCTe -01 is
presented as a band of approximately 9.5 Kb, judging from the fragments obtained by
digestion with the BamHI enzyme. E. coli CTe-01 transconjugant strain which carries the
plasmid pCTe-01 was obtained. This strain showed acquired resistance to antibiotic

cefazolin and the Hg*?, Cd*?, Ni*2 y Zn*? metals.

It is concluded that A. veronii CTe -01 has the conjugative plasmid pCTe-01 of 9.5 kb and

is related to its resistance to heavy metals and antibiotics.

Key words: Plasmid, resistance, Aeromonas veronii.



I. INTRODUCCION

Aeromonas veronii es un microorganismo ambiental autdctono; (bacilo gram
negativo, no formador de esporas, anaerobio facultativo, oxidasa positivo, en su
mayoria mesofilicos y moéviles) (Janda y Abbott, 2010). Estos pueden ser aislados de
hébitats acuaticos; tales como: superficies de rios y lagos, estuarios (Evangelista-
Barreto y col., 2010), diferentes tipos de agua, entre ellas: residuales, potable (Pepe y
col., 2010). Asimismo, de animales como aves y peces (Esteve y col., 2012; Nagar y
col., 2013), e invertebrados hirudineos donde participan como simbiontes (Laufer y
col.,, 2008; Nelson y Graf; 2008; Whitaker y col.,, 2014) o presente en alimentos

(Castro-Escarpulli y col., 2003; Ghenghesh y col., 2008).

Esta bacteria esta considerada como patégeno de peces (Kozinska y col., 1997;
Pettibone y col., 1996; Ghenghesh y col., 2008) y recientemente como patégeno
emergente de humanos (Janda y Abbott, 2010; Pepe y col.,, 2010). Son agentes
etiolégicos de varios procesos infecciosos intestinales donde desempefian un rol
importante como patégeno primario en procesos diarreicos agudos y extra-intestinales
donde son capaces de producir bacteremia, septicemia, meningitis, neumonia,
peritonitis, miocarditis; entre otras, que en algunas ocasiones pueden comprometer la
vida en pacientes inmunodeprimidos (Castro-Escarpulli y col., 2003; Guerra y col.,

2007; Kivanic y col., 2010; Bravo y col., 2011).

Desde el punto de vista epidemioldgico la frecuencia de A. veronii proveniente de
heces asociada a sintomatologia diarreica se presenta mayormente en nifios (Wilcox y
col., 1992; Kin y col., 1997; Soler, 2003; Vila y col., 2003; Ghenghesh y col., 2008;

Guevara y col., 2008) y con menor frecuencia en ancianos (Brown y col., 1997). Se



destaca la ocurrencia en Peru (58%) seguido de Australia (11%), Dibojouti (3%), India
(2%) y Estados Unidos (1%) como los paises con mayor nimero de casos donde
también esta bacteria suele colonizar el transito intestinal de nifios neonatos durante

sus primeras semanas de vida (Hernandes y col., 2013; Pazzaglia y col., 1990).

Dentro de los factores de virulencia presentes en las especies de Aeromonas que
participan en procesos infecciosos, se encuentran la produccién de enterotoxinas,
habilidad invasiva, adhesinas, hemolisinas y toxina similar a la shiga. Los tres Gltimos
han sido atribuidos a la presencia de plasmidios portadores de genes de virulencia
(Adams y col., 1998; Borrego y col., 1991; Brown y col., 1997; Stuber y col., 2003) y de
resistencia antimicrobiana (Chang y Bolton, 1987; del Castillo y col., 2013; Gordon y
col., 2008; Marti y Balcazar, 2012) o a metales pesados (Maytar y col., 2010; Mcintosh
y col., 2008; Moura y col., 2012; Pérez-Valdespino y col., 2013). En este sentido, las
cepas de Aeromonas son conocidas por albergar plasmidios estables, los cuales
juegan un rol importante en la virulencia, multidrogo resistencia a antimicrobianos
(MDR), y resistencia a metales pesados, mecanismos que en las especies de éste

género estan pobremente entendidos (Majumdar y col., 2007).

El desarrollo en la Biologia Molecular ha hecho posible crear técnicas para
estudiar y caracterizar a los seres vivos desde su composicion molecular mas basica,
el ADN. Los plasmidios son elementos extracromosomales de ADN circular o lineal
presentes en células procariotas (bacterias tanto Gram negativas como Gram
positivas) o eucariotas cuyo tamafio puede oscilar entre 300 pb a 2400 kpb. La
diversidad de plasmidios, tanto en tamafio como en numero de copias y caracter
genético (Triehs, 2004) ha demostrado ser uno de los mejores logros en un ambiente

celular debido a que la adicion de plasmidios en una célula podria ser una de las



mayores ventajas para que ésta sobreviva en un ambiente particular o adaptarse a
uno nuevo (Kado, 1998; Novick 1969). Los métodos de caracterizacion, tanto para las
bacterias como para los plasmidios, se clasifican en dos grandes grupos: fenotipicos
(basados en caracteristicas fisioldgicas o bioquimicas) y genotipicos (basados en el
estudio del ADN) (Narvaez y col., 2005), donde se hace necesaria la busqueda de
métodos de extraccion de ADN que permitan obtener concentraciones 6ptimas de
plasmidios para poder realizar una adecuada caracterizacion, los cuales dependeran
de la naturaleza de la bacteria, el tamafio y numero de copias del plasmidio (Birnboim

y Doly 1979; Kado y Liu,1981; Coll y col., 2005).

A. veronii CTe-01 es una cepa procedente de la laguna de oxidacién de Cachiche,
donde es realizado el tratamiento de aguas residuales, la cual fue aislada en base a su
alto nivel resistencia al K;TeOs y la presencia de un plasmidio de posible bajo nUmero
de copias fue detectado (Espinoza, 2015). Por lo cual, el desarrollo de métodos que
permitan la obtencién de cantidades éptimas de ADN plasmidico para esta bacteria

sSon necesarios para su caracterizacion.

El habitat del cual fue aislada A. veronii CTe-01 es un buen ejemplo de un punto
clave potencial para transferencia horizontal génica entre bacterias (Moura y col.,
2007; Moura y col., 2010; Moura y col., 2011; Moura y col., 2012), considerando que
las plantas de tratamiento de aguas residuales reciben desechos de fuentes urbanas y
rurales como hospitales e industrias, es posible que éstas condiciones contribuyan a la
rapida extension de plasmidios con determinantes de resistencia a metales pesados y
antibiéticos (Drogue y col., 2000; Bahl y col., 2009) o de virulencia (Borrego y col.,
1991; Stuber y col., 2003; Majundar y col., 2007), emergiendo asi patégenos humanos

multirresistentes, pudiendo causar serios problemas a la salud, por otra parte se ha



propuesto el uso de plasmidios conjugativos de resistencia a metales pesados como
alternativa a un nuevo concepto de biorremediacion in situ con microorganismos no

patdgenos adaptados a ambientes contaminados (Endo y col., 2002).

En el presente estudio se plante6é determinar las caracteristicas moleculares del
plasmidio pCTe-01 de Aeromonas veronii CTe-01 y su relacion con la resistencia a

metales pesados y antibidticos.



II. ANTECEDENTES

Chang y Bolton (1987) analizaron la resistencia a agentes antimicrobianos 75
aislados clinicos de Aeromonas spp. dentro de las cuales A. sobria presentd un
plasmidio conjugativo de 110 MDa que le confirié resistencia a ampicilina, kanamicina,
estreptomicina, espectinomicina, sulfisoxazol, ticarcilina, tobramicina y timetropin. Este
plasmidio fue transferible a Escherichia coli, A. hydrophila y Salmonella typhimurium a

través de experimentos de conjugacion.

Borrego y col. (1991), asociaron la resistencia a tobramicina, neomicina, gentamicina
y kanamicina a la presencia de plasmidios en A. hydrophila, aislada de peces,
mariscos y agua, mediante experimentos de curado de plasmidios con naranja de

acridina.

Pettibone y col. (1996), demostraron que no hay relacién existente entre plasmidios
de pequefio peso molecular (1.5 — 12 Kb) de Aeromonas, procedentes de diferentes
organos del pez Ictalurus nebulosus, habitante natural del rio Buffalo en Estados
Unidos y su mudltiple resistencia a antibiéticos (rifampicina, novobiocina y vancomicina)

y metales pesados (cromo, cadmio, niquel, mercurio, zinc, cobalto y plomo).

Adams y col. (1998) demostraron mediante el uso de conjugacion, que el fenotipo de
resistencia a oxitetraciclina, llevado en un plasmidio conjugativo de alto peso molecular
de A. salmonicida, puede ser transmitido a E. coli y a otros aislados clinicos y

ambientales de Aeromonas spp.

Cattoir y col. (2008), investigaron la presencia de determinantes de resistencia a
guinolonas en muestras de agua donde encontraron a A. punctata y A. media como
portadores de un plasmidio conjugativo transferible a E. coli mediante

electrotransformacion.



Mcintosh y col. (2008), determinaron que la mdltiple resistencia a antibiéticos vy
mercurio de A. salmonicida residia en un plasmidio conjugativo y que era transferible
via conjugacion usando E. coli, A. hydrophila y Edwardesiella tarda como células

recipientes.

Picéo y col. (2008), determinaron mediante electrotransformacion en E. coli. que la
resistencia a quinolonas en A. allosaccharophila, procedente de un lago suizo, es
conferida por un cassette génico movil perteneciente a un plasmidio de amplio rango

de huéspedes.

Reith y col. (2008), caracterizaron mediante secuenciacion un megaplasmidio
presente en A. salmonicida, el cual le conferia resistencia a estreptomicina,
espectinomicina, compuestos de amonio cuaternario, sulfonamidas, cloranfenicol y

mercurio.

Marti y Balcdzar (2012), secuenciaron el plasmido de un aislado ambiental de
Aeromonas y demostraron su relacion con la resistencia a quinolonas,
aminoglicésidos, cloranfenicol, macrdlidos, compuestos de amonio cuaternarios,

rifampicina y sulfonamidas, mediante transformacién en E. coli.

Vincent y col. (2014), secuenciaron 19 plasmidios procedentes de A. salmonicida
donde demostraron la presencia de determinantes de resistencia a antibiéticos como
tetraciclina, florfenicol, cloranfenicol, estreptomicina, espectinomicina, compuestos de

amonio cuaternario antibidticos betalactdmicos y mercurio en un plasmidio de 152 kb.

Espinoza (2015), caracteriz6 la bacteria A. veronii CTe-01 procedente de aguas
residuales y resistente al telurito de potasio, donde determind sus caracteristicas
morfoldgicas, bioquimicas, moleculares y aspectos involucrados a la resistencia de la

bacteria con respecto al metal en donde hallé el plasmidio pCTe-01.



ll. MATERIALES Y METODOS

3.1. Material Bioldgico

3.1.1. Cepas bacterianas

e La cepa bacteriana Aeromonas veronii CTe-01 fue aislada de la
laguna de oxidacion de Cachiche-lca y pertenece al cepario del
Laboratorio de Biologia Molecular y Biotecnologia de la Facultad

de Ciencias Bioldgicas, Universidad San Luis Gonzaga de Ica.

e La cepa Escherichia coli BW25113 pertenece al cepario del
laboratorio antes citado y fue utilizada como receptora para los

experimentos de conjugacion.

3.2. Métodos

3.2.1. Reactivacion de las cepas bacterianas

Las cepas A. veronii CTe-01 y E. coli BW25113 fueron conservadas en
medio Luria Bertani (L.B.) con 30 % de glicerol estéril a -20 °C. Estas se
reactivaron inoculando 10 L de la cepa en 1 mL de caldo L.B., el cual
se incubd a 37 °C por 24 h (ver anexos Fig. 07). Luego del crecimiento,
una asada de esta suspension se sembré por estria y agotamiento en

agar sangre suplementado con ampicilina (100 pg/mL).

En el caso de E. coli BW25113, una asada de esta suspension se

sembrd por estria y agotamiento en placas con agar TBX.

Ambas se incubaron a 37 °C por 24 h (ver anexos Fig. 08).



3.2.2. Estandarizacion del protocolo de extraccion de ADN plasmidial:

Con la finalidad de obtener ADN plasmidial de buena calidad y en
cantidad suficiente se ensayaron los siguientes métodos:

a. Método de Birnboim y Doly

A. veronii CTe-01 fue cultivada en 10 mL de caldo L.B. a 37 °C
durante 18 h con agitacion moderada, luego las células fueron
centrifugadas 10 min a 6000 rpm, se elimin6 el sobrenadante y se
resuspendié el precipitado celular (“pellet’) en 200 pL de solucion |
transfiriéndose a un tubo Eppendorf nuevo. Para lisar las células se
afadido 400 pL de solucidon Il mezclando por inversion, luego se
incubd 5 min a temperatura de ambiente, el homogenizado se
neutraliz6 afiadiéndole 300 pL de solucién I, se mezcld por
inversion y se incub6 3 min en hielo, el liquido fue centrifugado 5-10
min a 14 000 rpm y 600 uL del sobrenadante fue transferido a un
tubo nuevo. Para separar el ADN plasmidial de proteinas se adicion6
un volumen igual de fenol: cloroformo: alcohol isoamilico (25:24:1),
se agitdé en vortex por 3 s y el tubo se centrifugd 15 min a 14 000
rpm, el sobrenadante se colocé en un tubo nuevo, donde se afadio
600 pL de isopropanol, mezcl6 5 s con vortex y se dejé a
temperatura de ambiente durante 2 min. EI ADN plasmidial fue
centrifugado 15 min a 14 000 rpm, se eliminé el sobrenadante y el
precipitado fue secado 10 min a temperatura de ambiente invirtiendo
el tubo sobre papel secante. Posteriormente, el “pellet” de
plasmidios se lavo con etanol de 70 % y se eliminé el sobrenadante

de la misma forma que en el punto anterior. Finalmente, el “pellet” fue



resuspendido en 30-50 pL de buffer TEy se almacend a — 20 °C (ver

anexos Fig. 09).

b. Método de Kado y Liu

A. veronii CTe-01 fue cultivada en 10 mL de caldo L.B. a 37 °C
durante 18 h con agitacion moderada, las células fueron
centrifugadas 10 min a 6000 rpm, se descart6 el sobrenadante y el
“pellet” fue resuspendido con 100 pL solucion |1, las células fueron
lisadas afiadiendo 100 pL de solucién Il y se mezclé por inversion,
luego se llevo a incubar a 55 °C durante 35 min, el ADN se extrajo
afiadiendo 200 pL de una solucion de fenol: cloroformo: alcohol
isoamilico (25:24:1) y se mezclé agitando 5 s con vortex 0 por
inversion en forma homogénea. Después las distintas fases se
separaron por centrifugacion 15 min a 14 000 rpm, la fase acuosa
superior (100-150 pL) fue transferida a un tubo Eppendorf limpio, el
ADN plasmidial fue centrifugado 15 min a 14 000 rpm, se eliminé el
sobrenadante y el precipitado fue secado 10 min a temperatura de
ambiente invirtiendo el tubo sobre papel secante. Posteriormente, el
“pellet” de plasmidios se lavé con etanol de 75 %, se elimind el
sobrenadante y se dej6 secar el “pellet” como se describid
anteriormente. Luego, éste se disolvié en 100 pL de agua bidestilada

estéril (ver anexos Fig. 10).



c. Método de termélisis alcalina

Se inicié con un inéculo de una porcién de una colonia de A. veronii
CTe-01, aislada en medio selectivo, en 10 mL de caldo L.B. con
ampicilina 100 pg/mL, se incub6 a 37 °C durante 15 h hasta obtener
una densidad Ooptica de 0,7-0,8 a 550 nm, el contenido fue
recolectado en un tubo falcon y se centrifugé a 6000 rpm por 5 min.
El paquete celular se resuspendi6 homogéneamente en 2,5 mL de
buffer TE estéril, se centrifugd nuevamente a 6000 rpm por 5 min y
el “pellet” se resuspendio en 200 uL de solucion | y se incubé a 37 °C
por 5 min. Se transfiri6 el volumen a 2 tubos de 1,5 mL. (100 pL c/u),
se adicioné 200 pL de buffer de lisis se mezclé por inversién y se
calent6 a 65 °C por 20 min, luego se afiadio al lisado un volumen de
fenol: cloroformo: alcohol isoamilico. Se mezcl6 en vortex por 2 min y
se centrifugd durante 15 min a 14 000 rpm, la fase acuosa (200 pL
aproximadamente) de los dos tubos fue colectada en un tubo
Eppendorf y se agregd un volumen de fenol: cloroformo: alcohol
isoamilico (25:24:1), luego se mezclé y centrifugé por 15 min a
14 000 rpm. La fase acuosa se retiré con cuidado, se colocd en un
tubo nuevo y precipité con 1 volumen de acetato de sodio 3M
incubandose en hielo por 15 min. La mezcla fue centrifugada por 15
min a 14 000 rpm, el “pellet” de plasmidios fue lavado con 200 pL de
etanol al 75 % y secado 10 min a temperatura de ambiente
invirtiendo el tubo sobre papel secante, finalmente el “pellet’ se

disolvié en 50 pL de Buffer TE.
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d. Método comercial QlAprep spin Miniprep
A. veronii CTe-01 fue inoculada 50 UL de cepa en 5 mL de caldo
L.B., se incub6 a 37 °C durante 12 h. El cultivo se centrifugé a 8000
rpm durante 3 min, el “pellet” se resuspendio totalmente en 250 pL
de buffer P1, se agreg6 250 uL de buffer P2 y se mezclé suavemente
invirtiendo el tubo de 4 a 6 veces, luego se afiadié 350 uL de buffer
N3 y se mezclé inmediatamente por inversion, el homogenizado fue
centrifugado durante 10 min a 13 000 rpm en una microcentrifuga. Se
verti6 800 puL de sobrenadante a la columna QlAprep 2.0, luego se
centrifugd durante 30 a 60 s y descarté el fluido excedente, la
columna se lavo con 0,75 mL de buffer PE y centrifugd durante 30 a
60 s a 13 000 rpm, se descartd el fluido excedente y centrifugd a
velocidad maxima por un min adicional para eliminar el buffer de
lavado residual. Finalmente, se colocé una columna QIAprep 2.0 en
un tubo de microcentrifuga de 1.5 mL. Para eluir el ADN se afadi6é 50
pL de buffer EB al centro de cada columna QIAprep 2.0, se dej6 por
1 min y se centrifugo a 13 000 rpm por 1 min. EI ADN fue conservado

a 4 °C (ver anexos Fig. 11).

3.2.2.1 Verificacion de la extraccion del plasmidio pCTe-01 en A. veronii
Cte-01

a. Electroforesis en geles de agarosa

Los productos de la extraccion de plasmidios obtenidos por los
métodos ensayados se evaluaron mediante electroforesis en gel de
agarosa al 1 % preparado en buffer TAE al que se incluyo el agente

fluorescente SYBRSafe DNA gel Stain 1000X (Thermo Fisher

-11 -



Scientific) hasta una concentracion final de 1X. Se cargaron en los
pocillos del gel, 4 uL de los marcadores de peso molecular 1kb, Plus
ADN ladder (Thermo Fisher Scientific), Lambda/HindIll (Thermo
Fisher Scientific) y/o Supercoiled DNA ladder (Biolabs Englands).
Por otro lado, 5 pL de los productos de digestion se mezclaron con 2

pL de tampdn de carga.

La electroforesis se realizé a 50 V durante 50 min en una camara de
electroforesis horizontal. Para visualizar las bandas de ADN, el gel se

expuso a la luz U.V. en un transiluminador (ver anexos Fig. 12).

3.2.3. Caracterizacion molecular del plasmidio pCte-01.:

3.2.3.1. Determinacién del perfil plasmidico y del peso molecular del
plasmidio pCTe-01

a. Elabaoracién del perfil plasmidico

Para estimar el peso del plasmidio los productos de la extraccion
obtenidos con el método comercial QIAprep spin minicolumn se
evaluaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 1 %
usando los marcadores Supercoiled DNA ladder (Biolabs
Englands) y 1kb, Plus ADN ladder (Thermo Fisher Scientific) tal

como se describié anteriormente.

b. Digestién con endonucleasas de restricciéon

El ADN plasmidico fue digerido con las enzimas restriccion
BamHI (G|GATCC), Pstl (CTGCA|G), Bst1770l (GTA|TAC) y

Mbol 5° (|GATC) (Moura y col.,, 2012). La digestion con las
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diferentes enzimas de restriccion se efectu6 empleando los
buffers y temperaturas recomendadas por el fabricante (New
England Biolabs). Se adicionaron los siguientes componentes de

la reaccion bajo condiciones de esterilidad en un tubo de 200 pL.

Tabla 01. Componentes de la reaccién para la digestién del

plasmidio pCTe-01 de A. veronii CTe-01 con enzimas de

restriccion.
Reactivos Concentracién  Volumen (uL)
H20 milliQ - 7
Buffer de reaccion 10X 2
Enzima 5 U/uL 1
Volumen total 20 L

c. Calculo del peso molecular del plasmidio pCTe-01

Para calcular el peso molecular del plasmidio pCTe-01 los
productos de la digestion se evaluaron mediante electroforesis
en gel de agarosa al 1,5 % usando 1 kb, Plus ADN ladder
(Thermo Fisher Scientific) tal como se describié anteriormente, la
sumatoria de los fragmentos de las enzimas que rindieron
bandas definidas y separadas fueron tomados en cuenta para la

determinacion del peso molecular (Gowland, 1994).
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3.2.4. Determinaciéon de la relacion entre el plasmidio y la resistencia a

antibioticos y metales pesados

Para determinar la relacién entre el plasmidio pCTe-01 y los fenotipos de
resistencia de A. veronii CTe-01 se desarrollaron ensayos de
transferencia del plasmidio mediada por contacto celular denominado
“conjugacion bacteriana”. Se determinaron los agentes de seleccion en
base a los perfiles de resistencia tanto de la cepa en estudio (donadora)

como la cepa E. coli BW25113 (receptora).

3.2.3.1. Determinacion de los agentes de seleccién parala conjugacion

bacteriana

Para determinar los agentes de seleccién durante la conjugacion
bacteriana se tomaron en cuenta los perfiles de resistencia a
metales pesados y antibidticos expresados en concentracion

minima inhibitoria (MIC).

a. Determinacion de las concentraciones minimas inhibitoria (MIC)

de diferentes metales pesados

El MIC fue determinado como la concentracion mas baja del metal
que inhibié completamente el crecimiento bacteriano. Se ensayaron
los siguientes metales pesados: Cr, Ag, Hg, Ni, Co, Cu, Zn, Cd, Te.
Estos fueron usados como sales de: K;CrOs; (0-100 pg/mL);
K2Cr,07 (0-100 pg/mL); AGNO3 (0-100 pg/mL); HgClz (0-100 pg/mL);
NiSO4 (0-600 pg/mL); CoCl; (0-400 pg/mL); CuSOa (0-600 pg/mL);
ZnS0, (0-300 pg/mL) ; CdCly (0-100 pg/mL) y K,TeOs (0-200

pg/mL).

-14 -



El ensayo se realizé en tubos de vidrio, con 2 mL de caldo L.B.,
suplementado con suficiente volumen de solucion stock para
alcanzar las concentraciones de los metales pesados. Se inoculd
40 pL de la cepa bacteriana crecido en 2 mL de caldo L.B. a 37 °C
por 24 h. Los tubos se incubaron en agitacién (150 rpm) a 37 °C por
24 h. Los ensayos fueron realizados por triplicado (Espinoza, 2015),
A. veronii CTe-01 fue considerada resistente si fue capaz de crecer
a 10 pg/mL (Hg*?), 100 pg/mL (Cd*? y Cr?) y 600 pg/mL (Cu*?)
(Miranda y Castillo, 1998) para los metales restantes (Ag, Ni*?
Co*?, Zn*? y Te*), fue considerada resistente si fue capaz de
exceder el valor MIC del organismo control E. coli BW25113 como
lo describi6 Maytar y col. (2010) y Akimbowale y col. (2007) (ver

anexos Fig.19).

. Determinacion de las concentraciones minimas inhibitoria

(MIC) de antibidticos

La susceptibilidad y concentracion minima inhibitoria (MIC) de
antibiéticos fueron determinados utilizando el Sistema automatizado
MicroScan, teniendo en cuenta los puntos de corte recomendados
por el Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI).

Se utilizaron los paneles N° 34 y 50 los cuales fueron extraidos
asépticamente de sus envases y temperados antes de ser
rehidratados (ver anexos Fig. 15).

Para la preparacion del inéculo, con un asa bacterioldgica estéril se

tomé de 4 a 5 colonias grandes bien aisladas y morfol6gicamente
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similares, de un cultivo de 18 — 24 h en placas de Agar Nutritivo, las
cuales fueron emulsionadas en 3 mL de agua para in6culo (agua
desionizada en autoclave). La turbidez final fue 0,9 utilizando el
turbidimetro de MicroScan. Para rehidratar los paneles se inocul6
100 uL de la suspension estandarizada en 25 mL de agua para
in6culo con PLURONIC, se invirti6 10 veces para homogeneizar y
luego fue vertida a inoculadores de plastico y distribuida
uniformemente. Con ayuda de una micropipeta multicanal 115 + 10
uL de inoculo fue depositado en todos los pocillos y se dejé reposar
por 5 min (ver anexos Fig. 14). Los paneles fueron incubados en el
sistema automatizado WalkWay que suministré los reactivos para
las pruebas bioquimicas y brindé las condiciones necesarias de
temperatura (35°C) y tiempo (16-20h) (ver anexos Fig. 13).

La lectura fue realizada por el sistema automatizado Walkaway y

corroborada visualmente (ver anexos Fig. 14).

3.2.3.2 Prueba de conjugacién bacteriana

Para el disefio del experimento fueron tomados en cuenta dos
agentes de seleccién (sal de metal / antibi6tico) que favorecieron el
aislamiento de colonias de la cepa E. coli BW25113 portadoras del

plasmidio pCTe-01 (transconjugantes).

Para esta prueba se utiliz6 la cepa A. veronii Cte-01 como
donadora del plasmidio pCte-01, cuyo perfil dio resistencia a los
antibioticos: cefazolina, vancomicina, eritromicina y a las sales de

metales pesados: K.TeOs, HgCl; y AgNOs. Como cepa receptora se
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utilizé la cepa E. coli BW25113 libre de plasmidio, con resistencia
cromosémica a rifampicina. El protocolo seguido fue una
adaptacion del método de Moura y col. (2012) cuyas variantes se

describen a continuacion:

Cultivos liqguidos de ambas cepas fueron preparados
separadamente en 10 mL de caldo L.B. y cultivados 12 h con
agitacion a 37 °C, la cepa receptora y donadora fueron mezcladas
en un ratio (1:1) y centrifugadas por 5 min a 6000 rpm para
precipitar las células, los sobrenadantes fueron descartados y
remplazados por 1 mL fresco de caldo L.B., la mezcla fue incubada
a 28 °C durante 12 h sin agitacion. Luego, las células fueron
precipitadas por centrifugacién a 6000 rpm durante 5 min y lavadas
con solucién salina fisiol6gica, después se prepararon diluciones
seriadas con solucion salina fisiolégica y se sembraron alicuotas de
100 pL por superficie en Agar BPLS suplementado con rifampicina
(50 pg/mL) y HgCl, (10 pg/mL) e incubadas a 37 ° C durante 72 h.

Los ensayos fueron realizados por triplicado.

a. Caracterizacioén fenotipica de transconjugantes

Para la seleccién de las posibles colonias transconjugantes se
tomaron en cuenta las colonias pequefias convexas rojas de
borde liso y fueron descartadas las colonias mutantes resistentes
amarillas. Cada colonia transconjugante fue purificada en agar
BPLS suplementado con HgCl, (10 pg/mL) e incubada a 37 °C
durante 24 a 48 h. La cepa seleccionada fue evaluada para

determinar su resistencia resistencia a metales pesados y
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antibiéticos mediante pruebas de concentracibn minima

inhibitoria (MIC) tal como se detallé anteriormente (Ver 3.2.4.1.).

b. Caracterizacidn genotipica de transconjugantes

Para la caracterizacion genotipica de los transconjugantes se
determin6 la presencia del plasmidio en las cepas
transconjugantes mediante la elaboracién del perfil plasmidico
incluyendo corte con enzimas de restriccion. Para la extraccion
de ADN plasmidial se utilizé el kit QIAprep spin miniprep Kit
(QIAGEN) desarrollando de acuerdo a las indicaciones del
fabricante (Ver 3.2.2.d.), posteriormente el ADN plasmidico fue
digerido con la enzima restriccibon BamHI (G|GATCC) (Ver
3.2.3.2.b.) y los productos de la digestion se evaluaron mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1.5% (Ver 3.2.3.1.a.). Se
empledé como referencia la digestiébn del plasmidio pCTe-01

extraido de A. veronii CTe-01.
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V. RESULTADOS
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La obtencion del plasmidio pCTe-01 se realiz6 mediante la aplicacion de cuatro
métodos (Fig. 01). El método de Birnboim y Doly, permiti6 observar al plasmidio
pCTe-01 como una banda tenue que migré entre las bandas de 9416 y 6557 pb de
bases del marcador de peso Lambda/ Hindlll (indicado con una flecha), con presencia
de ADN cromosomal, en la parte superior y abundante ARN, en la porcién inferior del
gel. El método de Kado y Liu, permitié observar al plasmidio pCTe-01 como una banda
mas intensa, con presencia de ADN cromosomal y ARN. El método de termdlisis
alcalina permitio obtener el plasmidio pCTe-01 con presencia de ADN cromosémico
pero con ausencia de ARN. EI método comercial QIAprep spin Miniprep permitid

obtener una banda de buena calidad libre de ADN cromosomal y ARN.

9416
6557
4361

2322
2017

Fig. 01. ADN plasmidial pCTe-01 de la cepa CTe-01 extraida mediante diferentes
métodos convencionales: Carriles 1y 6, ADN estandar (lambda/Hindlll); 2,
Método de Birnboim y Doly; 3, Método de Kado y Liu; 4, Método de
termdlisis alcalina; 5 Método QIAprep spin Miniprep.
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El perfil electroforético del plasmidio pCTe-01 de A. veronii obtenido por el método

comercial QlAprep spin Miniprep se observd como dos bandas, una intensa que

corresponde a la forma super enrollada y una banda de tamafio superior que

corresponde a la forma relajada, con presencia de ADN cromosémico y ARN ausente

(Fig. 02). La forma super enrollada del plasmidio migré entre las bandas de 7000 y

10000 pb del marcador de 1kb, Plus ADN ladder (Thermo Fisher Scientific) y entre las

bandas de 8 y 10 kb del marcador Supercoiled DNA ladder (Biolabs Englands),

mientras que la forma relajada mostr6 una banda tenue que superé los 20000 pb del

marcador de 1kb, Plus ADN ladder (Thermo Fisher Scientific).
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Fig. 02. Perfil electroforético del plasmidio pCTe-01 de A. veronii CTe-01 en gel de
agarosa al 1,5%. Carriles 1, ADN Standard (Supercoiled DNA ladder); 2, ADN

plasmidial; 3, ADN Standard (1kb plus ladder).



La estimacion del tamafio del plasmidio pCTe-01 se realizé mediante digestiones con
enzimas de restriccion. El producto de digestion con la enzima BamHI brindo 3 bandas
definidas de 6000, 3000 y 700 pb, las cuales suman 9700 pb. La digestién con BSTN
generd bandas difusas de aproximadamente 2000, 700, 500, 300, 200 y bandas
inferiores poco definidas. La enzima Mbol no digirié el plasmidio y la enzima Pstl
genero6 cuatro bandas definidas de aproximadamente 3000, 2000, 1800 y 2500 pb, las
cuales suman 9300 pb (Fig. 03). El tamafio final del plasmidio pCTe-01 fue de 9500 pb
obtenido por el promedio de las sumatorias de los fragmentos obtenidos por las

enzimas BamHI y Pstl.

pb 1 2 3 4 5 6 7

Fig. 03. Electroforesis en gel de agarosa de los patrones de restriccion de pCte-01.
Carriles: 1y 7 ADN Standard (1 kb plus); 2. pCte-01 sin digerir; 3. pCte-
01 digerido con BamHlI; 4. pCTe-01 digerido con BsTN; 5. pCte-01
digerido con Mbol y 6. pCte-01 digerido con Pstl.
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Las colonias transconjugantes denominadas E. coli CTe-01 se aislaron en agar
verde brillante lactosa sacarosa rojo de fenol (BPLS) con doble agente de
seleccién. Estas formaron colonias rojas debido a su incapacidad de utilizar lactosa
y sacarosa como fuente de carbono, la cepa de A. veronii CTe-01 (donadora) no
crecio por su sensibilidad a Rifampicina y la cepa E. coli BW25113 fue inhibida por
la presencia de HgCl; en el medio. Sélo la cepas donadora y la transconjugante
fueron capaces de crecer en el medio suplementado con (10 pg/mL de HgCly)

mostrando fenotipos diferentes (Fig. 04).

Fig. 04. Caracteristicas fenotipicas de transconjugantes: A. colonias transconjugantes

con 72 h de crecimiento en agar BPLS suplementado con rifampicina (50
pg/mL) y HgClz (10 pg/mL); B. Agar BPLS suplementado con HgCl, (10
pg/mL):  A. veronii Cte-01 (donador) (esquina superior izquierda), E. coli CTe-
01 (transconjugante) esquina superior derecha; C, E. coli BW25113 abajo.
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Para verificar la transconjugacion se compararon los perfiles de plasmidios entre A.
veronii CTe-01 y E. coli CTe-01. Los plasmidios obtenidos de ambas cepas migraron al
mismo nivel (indicado con una flecha entre las bandas de 7000 y 10000 pb del
marcador 1kb, Plus ADN ladder, Thermo Fisher Scientific). La cepa E. coli BW25113

(receptora) carecié de plasmidio (Fig. 05).

pb 1 2 3 4 5

Fig.05. Perfil de plasmidios en gel de agarosa al 1 % de las cepas bacterianas
utilizadas en el ensayo de conjugacion. Carriles: 1 y 5; ADN Standard (1kb
plus); 2. A. veronii CTe-01 (donadora); 3. E. coli BW25113 (receptora) y 4.
E. coli CTe-01 (Transconjugante).
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Los plasmidios presentes en E. coli CTe-01 y A. veronii CTe-01 fueron sometidos a
corte con la enzima BamHI cuyo perfil electroforético mostré el mismo patrén con tres
bandas definidas de aproximadamente 6000, 3000 y 700 pb, segun el marcador 1Kb,
Plus ADN ladder (Thermo Fisher Scientific) para el plasmidio de ambas cepas (Fig.

06).
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Fig. 06. Electroforesis en gel de agarosa de los fragmentos de restriccion del
plasmidio pCTe-01. Carriles: 1 y 6 ADN Standard (1 kb plus); 2. pCTe
extraido de A. veronii Cte-01 sin digerir; 3. pCTe-01 extraido de A. veronii
Cte-01 digerido con BamHI; 4. pCTe-01 extraido de E. coli CTe-01
(BW25113 + pCTe-01) sin digerir. 5. pCTe-01 extraido de E. coli CTe-01 +
pCte-01 digerido con BamHI.
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Las concentraciones minimas inhibitorias (MIC) de diferentes sales de metales
pesados fueron determinadas para las cepas utilizadas en el estudio (Tabla 02). A.
veronii CTe-01 (cepa donadora) mostré resistencia a Hg*?, Ag, Ni*2, Co*?, Cd*?, Zn*2
Te*® y Ni*2 pero fue sensible a Cr*#, Cr*6, Co*? y Cu*2. Por otro lado, E. coli BW25113
(cepa receptora) fue sensible a la mayoria de los metales con la excepcion de Co*?y
Cu*2, La cepa E. coli CTe-01 (transconjugante) adquirié resistencia a Hg*2y Ni*? en
comparacion al receptor pero menor al donador, para el caso de Cd*? y Zn*2 el nivel

de resistencia de la cepa transconjugante superd los valores de A. veronii CTe-01.

Tabla 02. Concentraciones minimas inhibitorias (MIC) de diferentes metales pesados
para A. veronii CTe-01 (donador), E. coli BW25113 (receptor) y E. coli

Cte-01 (transconjugante).

MIC (ng/mL)
SAL DE METAL A. veronii E. coli E. coli Cte-01
Cte-01 BW25113

K2TeOs 150 1 1
HgCl2 20 3 15
AgNO3 50 7 7
K2Cr207 50 70 70
K2CrOa 60 40 40
CdCl2 100 75 250
ZnSOg4 250 130 300
NiSOa4 450 250 325
CoCl2 150 250 250
CuSO4 250 550 550
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La susceptibilidad antimicrobiana de A. veronii CTe-01 a betalactdmicos mostro
patrones de resistencia a penicilinas y cefalosporinas de primera generacion. Fue
sensible a monobactamicos, carbapenems y cefalosporinas de segunda, tercera y
cuarta generacion. E. coli BW25113 fue sensible a la mayoria de los betalactdmicos
con excepcion de oxacilina y la cepa transconjugante E. coli CTe-01 sélo adquirid

resistencia a la cefalosporina de primera generacion, cefazolina (Tabla 03).

Tabla 03. Susceptibilidad antimicrobiana a betalactamicos en A. veronii CTe-01
(donador), E. coli BW25113 (receptor) y E. coli Cte-01 (transconjugante),

utilizando el sistema automatizado MICROSCAN.

(MIC (pg/mL)

ANTIBIOTICO
CTe-01 BW25113 BW2513 + pCte-01
Amicacina <=8 S <=8 S <=8 S
Amox/A Clav <=4/2 R <=4/4 S <=4/4 S
Ampicilina >8 R <=8 S <=8 S
Amp / Sulbactam >= 8/4 R <=8/4 S <=8/4 S
Aztreonam <=8 S <=8 S <=8 S
Cefazolina >=4 R <=2 S >=4 R
Cefepima <=8 S <=8 S <=8 S
Ceftazidima <=1 S <=1 S <=1 S
Ceftriaxona <=8 S <=8 S <=8 S
Cefuroxima <=4 S <=4 S <=4 S
Imipenem <=1 S <=1 S <=1 S
Levofloxacina <=1 S <=1 S <=1 S
Nitrofurantoina <=32 S <=32 S <=32 S
Oxacilina >2 R >2 R >2 R
Penicilina >8 R <2 S <2 S
Piperacilina 16 I <=16 S <=16 S
Trimet/Sulfa <= 2/38 S <=2/38 S <=2/38 S
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La susceptibilidad antimicrobiana de A. veronii CTe-01 a otros grupos de antibioticos
brindé patrones de resistencia a lincosaminas, glicopéptidos y macrélidos pero
sensibilidad a tetraciclinas, rifamicinas y diaminopirimidinas en combinacion con
sulfonamidas. E coli BW25113 solo fue resistente a lincosaminas al igual que la cepa
transconjugante E. coli Cte-01 que no adquiri6 fenotipos de resistencia en estos

grupos de antibitticos (Tabla 04).

Tabla 04. Susceptibilidad antimicrobiana a otros grupos de antibiéticos en A. veronii
CTe-01 (donador), E. coli BW25113 (receptor) y E. coli Cte-01

(transconjugante), utilizando el sistema automatizado MICROSCAN.

(MIC (ng/mL)

ANTIBIOTICO
CTe-01 BW25113 BW2513 + pCte-01
Amicacina <=8 S <=8 S <=8 S
Ciprofloxacina <=1 S <=1 S <=1 S
Clindamicina >4 R >4 R >4 R
Daptomicina >4 R >4 R >4 R
Eritromicina >4 R 2 I 2 [
Ertapenem <=2 S <=2 S <=2 S
Gentamicina <=4 S <=4 S <=4 S
Levofloxacina <=1 S <=1 S <=1 S
Linezolid >4 R >4 R > 4 R
Moxifloxacina <=05 S <=05 S <=0.5 S
Nitrofurantoina <=32 S <=32 S <=32 S
Piperacilina 16 [ <=16 S <=16 S
Pip/Tazo 16 I <=16 S <=16 S
Rifampicina <=1 S >2 R >2 R
Synercid >2 R >2 R >2 R
Ticar/A Clav <=16 S <=16 S <=16 S
Trimet/Sulfa <=2/38 S <=2/38 S <=2/38 S
Tobramicina <=4 S <=4 S <=4 S
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V. DISCUSION

En el presente trabajo se caracterizo el plasmidio pCTe-01 albergado en la bacteria
Aeromonas veronnii CTe-01, aislada a partir de aguas residuales y cuyas
caracteristicas microscopicas, culturales, bioquimicas y moleculares fueron

determinadas por Espinoza (2015).

Las evidencias electroforéticas indicaron que el plasmidio pCTe-01 seria de alto peso
molecular y bajo nimero de copias a juzgar por la banda débil observada. Esto exigié
realizar ensayos orientados a obtener el mayor rendimiento en la extraccién de
plasmidios. Se ensayaron los métodos siguientes: EI método de Birnboim y Doly
(1979), el cual no fue adecuado debido a la precipitacion de ADN cromosomal y
proteinas por el duodecil sulfato de sodio y la alta concentracién de acetato de potasio
utilizado (Dubey y Juwarkar, 2004), el plasmidio por ser de alto peso molecular fue
removido junto con el precipitado de ADN cromosomal (Dubey y Juwarkar, 2004).
Ademas, la remocién del ARN fue ineficiente por lo que el plasmidio obtenido del

lisado celular fue escaso y de baja calidad.

La aplicacion del método de Kado y Liu (1981) dio como resultado un lisado
ligeramente turbio y generd dificultades en la separacion de las fases organica (fenol:
cloroformo: alcohol isoamilico) y acuosa. Sin embargo, mejor6 la remocion de ARN,

pero no fue completa.

El método de termdlisis alcalina permitié el mejor resultado tanto para la extraccion

como para la deteccion de los plasmidios. Esto debido a que se combiné la lisis a

temperaturas elevadas, las que disminuye el ARN y la precipitacion de &cidos
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nucleicos con bajas concentraciones de acetato de sodio en combinacién con etanol.
Este método de obtencién del ADN plasmidial fue apropiado y rapido para la deteccién
del plasmidio en A. veronii Cte-01 (Ver Fig. 01). Sin embargo, no brind6 la calidad
suficiente para los ensayos de caracterizacion posteriores como digestiones con
enzimas de restriccion. Con la finalidad de obtener una mayor cantidad y calidad de
plasmidios se ensay0 el Kit Comercial QlAprep spin miniprep Kit (QIAGEN), con este
método se observd en la electroforesis del producto obtenido una banda de ADN

plasmidico limpia y de alta calidad, adecuada para estudios posteriores.

El plasmidio pCTe-01 migré aproximadamente entre las bandas de 8 kb y 10 kb del
marcador Supercoiled DNA Ladder (Biolabs Englands) y entre las bandas de 7 kb y 10
del marcador de peso molecular 1kb, Plus ADN ladder (Thermo Fisher Scientific).
Adicionalmente a la banda de mayor definicion se observé una banda tenue por
encima de ella, que migr6 sobre los 20 kb. Esto podria atribuirse a la forma relajada o
abierta circular (open circular, OC) del plasmidio, fenémeno que suele ocurrir debido al
estrés que atraviesa el ADN plasmidial durante su extraccion. Esto ocurre durante la
lisis bacteriana y durante la remocion de ADN cromosomal. El ADN plasmidial existe
como moléculas circulares de ADN de doble hebra cerradas covalentemente,
conocidas como formas CCC (Covalently Closed Circular), las alteraciones por el
quiebre de la doble hebra brindan configuraciones plasmidicas del tipo abierta
circulares (formas OC) o lineal (Formas L) segun se afecta una o las dos hebras. Estas
tres configuraciones migran a distinta velocidad en los geles de agarosa; la forma CCC
mas rapidamente que la OC y ésta mas rapidamente que la L (Hintermann y col.,

1981; Coll y col. 2005) (Ver Fig. 02).
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Debido a que no se conocia la secuencia del plasmidio, un método alternativo para
estimar con precision el tamafo del plasmidio es través de la determinacion del perfil
de restriccion, el cual se obtiene mediante la digestion con diferentes enzimas. La
seleccidon de las enzimas se basé en trabajos precedentes con otros plasmidios del
género donde Brown y col. (1997) utilizaron con éxito EcoRlI, Hindlll y BamHI para
tipificar plasmidios de diferentes especies de Aeromonas, Adams y col. (1998)
utilizaron las enzimas EcoRlI, Hindlll y Mbol para tipificar 19 plasmidios conjugativos de
especies silvestres de Aeromonas, Mclnstosh y col. (2008) utilizé la enzima Mobl para
cortar parcialmente un plasmidio de A. salmonicida finalmente Moura y col. (2012)
utilizé las enzimas Bstl7701 y Pstl para caracterizar plasmidios conjugativos de
Aeromonas aisladas de aguas residuales. En este sentido, en el presente estudio se
seleccionaron las BamHI, BstN, Mbol y Pstl. De las enzimas ensayadas que brindaron
resultados favorables, se puede observar la distancia entre las bandas que es
proporcional a la distancia de los sitios de corte para dichas enzimas dentro de la

secuencia de ADN, siendo mayor para BamHI y menor para Pstl (Ver. Fig. 03).

La presencia de plasmidios dentro del género Aeromonas ha sido documentada por
diversos autores, los cuales sefialan que éstos varian en tamafio y nimero de copias
dependiendo del lugar de aislamiento. Estan presentes en Aeromonas patdégenas,
aisladas de peces de agua dulce, plasmidios que van desde 6,4 Kb hasta 165,9 Kb
(Del Castillo y col., 2013; Fehr y col., 2006). Por otro lado, en aquellas procedentes de
muestras de rios, lagos y efluentes no tratados han sido hallados plasmidios entre 20
kb y 80 Kb (Cattoir y col., 2008; Picao y col., 2008), de acuerdo a los antecedentes
para el género, se considera que el plasmidio pCTe-01 es un plasmidio de mediano

peso molecular.
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La presencia de los plasmidios en las bacterias generalmente se relaciona con sus
capacidades para resistir a antibiéticos (Bennett, 2008; Aminov, 2009; Carattoli, 2009),
a metales pesados (Eberhard, 1989; Foster, 1983) o a la produccién de toxinas
(Foster, 1983; Stuber y col., 2003). En este sentido, para determinar si la presencia del
plasmidio pCTe-01 se relaciona con la resistencia a metales observada por A. veronii
CTe-01, se realizaron los ensayos de conjugacion con la finalidad de transferir el
plasmidio purificado a la cepa hospedera E. coli BW25113. Este ensayo se realizé a
28 °C, experimentos realizados a bajas temperaturas también fueron realizados por
Casas y col. (2005) obteniendo resultados favorables. Se obtuvieron colonias
transconjugantes luego de 72 h de incubacion a 37 °C (Fig.4.A). Estas cepas
transconjugantes designadas como E. coli CTe-01 fueron capaces de crecer en
presencia de HgCl, (10 pg/mL) a diferencia de la cepa receptora E. coli BW25113 (Fig.

4.B).

Adicionalmente, al fenotipo de resistencia adquirida por la cepa transconjugante, se
analizé la presencia del plasmidio en ella. El plasmidio aislado mostré una migracion
electroforética similar a la observada del aislado de A, veronii CTe-01. Se evidencio la
presencia de la banda del tamafio esperado pero mas tenue que el preparado a partir
de la cepa donadora. Ambas migraron entre las bandas de 7 kb y 10 kb del
marcador de peso molecular 1 kb, Plus ADN ladder (Thermo Fisher Scientific) y no se
observé banda alguna del preparado a partir de la cepa receptora E. coli BW25113
(Fig. 5). Para verificar la presencia del plasmidio pCTe-01 en las bacterias
transconjugantes, se realizaron digestiones con la enzima BamHI. Se obtuvieron los
mismos 3 fragmentos observados en las digestiones del plasmidio pCTeO1 aislado de

A. veronii CTe-01. El mismo patrén de bandas observado con el plasmidio procedente
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de la cepa donadora y de la transconjugante indicé la identidad del plasmidio pCTe-01

en ambas cepas (Fig.06).

Plasmidios provenientes de Aeromonas capaces de ser transferidos por medio de
conjugacion han sido ampliamente estudiados en donde se han caracterizado como
plasmidios de amplio rango de huéspedes (BHR) (Hedges col., 1985; Adams y col.,
1998; Rhodes y col., 2000; Mcintosh y col., 2008) o solo detectado los genes mob
(L"Abée-Lund y Sorum, 2002; Fehr y col., 2006; Majumdar y col., 2011; Han y col.,

2012; Girlich, 2011).

Adicionalmente, se determinaron las caracteristicas de resistencia a metales pesados
y antibiéticos que podrian haberse transmitido a través del plasmidio a la cepa
receptora. En relacién a la resistencia a metales pesados la cepa donadora A. veronii
CTe-01, la informacion que se disponible sobre el nivel de resistencia a metales
pesados para este género es muy escasa y varia dependiendo de la zona de los
aislamientos y el nivel de exposiciébn a contaminacion por metales pesados de los
mismos (Pettibone y col., 1996; Akinbowale y col., 2007; Maytar y col., 2010) por lo

cual es dificil establecer una comparacion.

Sobre los resultados de resistencia a metales para la cepa transconjugante E. coli
CTe-01 destaca la adquisicién de resistencia al mercurio la cual concuerda con los
estudios de Mclntosh y col. (2008), Reith y col. (2008), del Castillo y col. (2013) y
Vincent y col. (2014), que lo encontraron en Aeromonas de especies patdégenas de
peces y ambientales, la resistencia a este metal en su forma inorganica esta mediada
por una mercurio reductasa presente en el operon mer frecuentemente hallado en

transposones dentro de plasmidios (Osborn y col., 1997) . Por otro lado la resistencia a
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los iones de Ni, Zn y Cd también se vio incrementada, por lo general la resistencia a
estos metales esta estrechamente ligada a bombas de eflujo de cationes codificada
por los operones czc (para resistencia a Cd*?, Zn*? y Co*) y cnr (para resistencia
(Co*? y Ni*?) ubicados en plasmidios de bacterias gram negativas (Nies, 1992; Endo y
col.,, 2002). Resistencia a Ag, Cr, Cu y Te, también ha sido documentada a nivel
cromosomal y plasmidial en bacterias Gram negativas (Trevors y col.,, 1985). Sin
embargo, no se obtuvieron resultados favorables lo cual indicaria que los mecanismos
de resistencia estan codificados a nivel cromosomal lo que concuerda con Pettibone y

col. (1996) donde se hall6 relacion entre el plasmidio y la resistencia a metales.

A partir de los datos obtenidos en la susceptibilidad antimicrobiana, la elevada
resistencia a [-lactamicos y cefalosporinas primarias podria ser explicado en
Aeromonas spp. debido a la produccién natural de B-lactamasas en estas especies
(Fosse y col., 2003). Sin embargo, pese a los altos niveles de resistencia hallados
para B-lactamicos, la cepa en estudio A. veronii CTe-01 es susceptible a la mayoria
de los otros grupos de antibiéticos mostrando perfiles de resistencia similares a los
hallados en aislados clinicos y ambientales (Son y col., 1997; Miranda y Castillo, 1998;
Hatha y col., 2005; Palu y col., 2005; Jacobs y Chenia, 2007; Orozova y col., 2008).
En los estudios realizados por Jones y Wilcox (1995), la mayoria de miembros del
género Aeromonas son generalmente resistentes a ampicilina, penicilina,
carbenicilina, eritromicina, clindamicina y estreptomicina. Por otro lado, documentaron
su susceptibilidad a monobactamicos, cefalosporinas de segunda y tercera
generacion, carbapenems, cloranfenicol y sulfonamidas; lo cual concuerda con los

hallazgos en este estudio.
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La cepa receptora comercial E. coli BW25113 es sensible a la mayoria de los grupos
de antibiéticos antes mencionados pero resistente a rifampicina, vancomicina,
clindamicina y linezolid. A diferencia de ella, la cepa transconjugante E. coli CTe-01
mostro resistencia a cefalosporinas de primera generacion (cefazolina) (Tabla 03), lo
cual indica que fue adquirida a través del plasmidio pCTe-01 y concuerda con los
estudios de Hind y col. (2013) donde dos plasmidios pequefios de A. hydrophila
confieren resistencia a cefalosporinas de primera (cefradime) y tercera (cefotaxima)
generacion. Por otro lado, el plasmidio no transfirié resistencia a penicilinas, esto se
debe a que la mayoria de B-lactamasas producidas por este género estan codificadas
cromosomalmente (Jones y Wilcox, 1995), no obstante ha sido documentada
resistencia a penicilinas asociada a plasmidios de alto (Chang y Bolton; 1987) y bajo
(Marti y Balcazar, 2012) peso molecular, es importante destacar que la resistencia a
tetraciclinas a menudo se encuentra mediada por plasmidios en Aeromonas la cual
estuvo ausente en el plasmidio pCTe-01 a diferencia de los estudios de Aoki y col.,
(1986); Adams y col., (1998); Toranzo y col., (1986); L"Abée-Lund y Sorum, (2002);
Jacobs y Chenia (2007); Mcintosh y col., (2008); Rhodes y col., (2000); Han y col.,
(2012), no transfirié resistencia a quinolonas difierendo de Cattoir y col., (2008); Picao
y col., (2008); Majumdar y col., (2011); Marti y Balcazar (2012); Dobiasova y col.,
(2014); no pudiendo ser considerado como plasmidio portador de multidrogo
resistencia como lo hallado en plasmidios de Aeromonas estudiados por Sorum vy col.,
(2003); Rhodes y col., (2004); Gordon y col., (2008); Picao y col., (2008); Marti y

Balcazar (2012); del Castillo y col., (2013); Dobiasova, (2014).

La significancia de plantas municipales de tratamiento de aguas residuales como

fuente de resistencia antimicrobiana y el riesgo de contaminaciébn de aguas

superficiales ha sido documentada en numerosos estudios (Isoken y Anthony; 2012).
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Las aguas residuales podrian ser una fuente de contaminacién de aguas superficiales
y subterraneas lo cual resultaria en una diseminacion de determinantes de resistencia
antimicrobiana hacia agua potable y consecuentemente a los consumidores. Por
consiguiente, bacterias como A. veronii las cuales son capaces de colonizar diferentes
ambientes acuaticos, son de particular interés para manejar formas potenciales de
diseminacion de resistencia a antibioticos, dada su ubicuidad en éstos ambientes y
presencia de patrones de resistencia albergados en plasmidios conjugativos. Por otro
lado, el uso de tecnologias que involucren plasmidios conjugativos en huéspedes
inocuos para la remocién de metales pesados de lugares contaminados es una via
posible para mejorar el performance de descontaminacién de estos compuestos en
ambientes criticos, siendo la aplicacibn de métodos moleculares para la
caracterizacién de plasmidios de resistencia una alternativa viable para el desarrollo

de métodos potenciales de prevencion y biorremediacion.
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VI. CONCLUSIONES

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

1. El plasmidio pCte-01 es un plasmidio conjugativo de aproximadamente 9.5 kb.

2. La cepa transconjugante E. coli CTe-01 adquiri6 resistencia al antibiotico

cefazolina y los metales pesados mercurio, cadmio, zinc y niquel.

3. Existe relacion entre la presencia del plasmidio pCTe-01 en Aeromonas veronii

Cte-01 y la resistencia a metales pesados y antibidticos.

-37-



VIl. RECOMENDACIONES

1. Secuenciar el plasmidio completo con la finalidad de detectar genes que
confieren resistencia a metales pesados, antibiéticos y posibles factores de

virulencia.

2. Realizar estudios sobre los mecanismos moleculares por los cuales A. veronii

CTe-01 resiste a Hg, Ni, Cd y Zn.

3. Disefar experimentos de conjugacién en receptores inocuos adaptados a
ambientes contaminados que permitan hacer uso de las caracteristicas de
resistencia a metales del plasmidio pCTe-01 en potenciales actividades de

biorremediacion.
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Fig.07. Cepas de estudio conservadas en medio de cultivo L.B.: a la izquierda A.
veronii CTe-01 y ala derecha E. coli BW25113.

Fig.08. Medios de cultivo para la diferenciacién de cepas. A. Medio BPLS, a la
izquierda A. veronii CTe-01 y a la derecha E. coli BW25113; B. Medio Agar Sangre,
verificacion de hemolisis de A. veronii CTe-01
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Fig.09. Flujograma para la extraccion de plasmidios utilizando el método tradicional

de Birnboim y Doly.
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Fig.10. Flujograma para la extracciéon de plasmidios utilizando el método tradicional

de Kado y Liu.
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Fig.11. Flujograma para la extraccion de plasmidios utilizando el método comercial

QIlAprep spin Miniprep Kit.
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Fig.12. Electroforesis de plasmidios de la cepa A. veronii CTe-01 en camara

horizontal.

Fig.13. A. Turbidimetro MicroScan; B. Pipeta multicanal e inoculadores de plastico.
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Fig.14. Equipo sistematizado WalkAway Siemens.

Fig.15. Paneles N° 50 utilizados para antibiogramas: A. E. coli BW25113; B A. veronii
CTe-01.
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HOSPITAL AUGUSTO HERNANDEZ MENDOZA

Informe Microbiologico

Nombre: ORMENO VASQUEZ PHILLIP Muestra Cte-01 Estado Final

ID del paciente - Origen Aguas residuales F. muestra 07/05/2015
Médico sol. - Servicio Cortesia

COLORACION GRAM

Bacilos gram negativos

01 Aeromonas veronii

Antimicrobiano CIM Interps Antimicrobiano CIM Interps
Amicacina <=8 S Amox/A Clav <=4/2 R
Ampicilina >8 BLAC Amp/Sulbactam <=8/4 R
Aztreonam <=8 S Cefazolina >=4 R
Cefepima <=8 S Ciprofloxacina <=1 S
Cefotaxima <=2 S Clindamicina >4 R
Cefotaxima/A Clavulanico <=05 S Daptomicina >4 R
Cefoxitina <=8 S Eritromicina >4 R
Ceftazidima <=1 S Gentamicina <=4 S
Ceftazidima/A Clavulanico <=0.25 S Levofloxacina <=1 S
Ceftriaxona <=8 S Linezolid >4 R
Cefuroxima <=4 S Moxifloxacina <=05 S
Ertapenem <=2 S Nitrofurantoina <=32 S
Imipenem <=1 S Oxacilina >2 R
Levofloxacina <=2 S Penicilina >8 BLAC
Meropenem <=1 S Rifampicina <=1 S
Pip/Tazo 16 | Synercid >2 R
Piperacilina 16 | Trimet/Sulfa >2/38 S
Tetraciclina <=4 S Vancomicina >16 R
Ticar/A Clav <=16 S

Tobramicina <=4 S

Trimet/Sulfa <=2/38 S

s = Sensible NR = No Informado Blanco = Datono .0 no © no probado
] = Intermedio — = No Probado ESBL = Beta-lactamasa de espectro ampliado

R = Resistente TFG = Cepa Timidin-dependiente Blac = Betalactamasa positiva

MIC = meg/ml (mg/L)

Interpretacién predictiva sensible

R* = Interpretacién predictiva resistente

EBL? = Posible ESBL. Se precisan pruebas para confirmar ESBL frente a otras beta-lactamasas.

1B = Beta-lactamasa Inducible. Aparece en lugar de ;Sensible;en especies portadoras de bet: ducibles; pueden ser p I a todos los antibiéti
beta-lactamicos. Se recomienda monitorizar los pacientes durante/después de la terapia. Utilizar binado con i6 beta-|

Para de LCR y sangre se una prueba de para las especies de enteracoco

Impresion 16/05/2015 10:35 Pagina 1 de 1

Fig.16. Susceptibilidad antimicrobiana en A. veronii CTe-01 (donador), utilizando el
sistema automatizado MICROSCAN.
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HOSPITAL AUGUSTO HERNANDEZ MENDOZA

Informe Microbiologico

Nombre ORMENO VASQUEZ PHILLIP Muestra BW25113 Estado Final

ID del paciente - Origen Cepa Lab F. muestra 01/05/2015
Médico sol. - Servicio cortesia

COLORACION GRAM

Bacilos Gram Negativos /

01 Escherichia coli

Antimicrobiano CIM Interps

Amicacina <=8 S Antimicrobiano CIM Interps

Aztreonam <=8 S Amox/A Clav <=4/2 S

Cefepima <=8 S Amp/Sulbactam <=8/4 S

Cefotaxima <=2 S Ampicilina <=8 S

Cefotaxima/A Clavulanico <=0.5 S Cefazolina <=2 S

Cefoxitina <=8 S Ciprofloxacina <=1 S

Ceftazidima <=1 S Clindamicina >4 R

Ceftazidima/A Clavulanico <=0.25 S Daptomicina >4 R

Ceftriaxona <=8 S Eritromicina 2 |

Cefuroxima <=4 S Gentamicina <=4 S

Ertapenem <=2 S Levofloxacina <=1 S

Imipenem <=1 S Linezolid >4 R

Levofloxacina <=2 S Moxifloxacina <=0.5 S

Meropenem <=1 S Nitrofurantoina <=32 S

Pip/Tazo <=16 S Oxacilina >2 R

Piperacilina <=16 S Penicilina <2 S

Tetraciclina <=4 S Rifampicina >2 R

Ticar/A Clav <=16 S Synercid >2 R

Tobramicina <=4 S Trimet/Sulfa >2/38 S

Trimet/Sulfa <=2/38 S Vancomicina >16 R

S = Sensible NR = Nolnformado Blanco = Datono ) no ©no probado

| = Intermedio — = No Probado ESBL = Beta-lactamasa de espectro ampliado

R = Resistente TFG = Cepa Timidin-dependiente Blac = Beta-lactamasa positiva

MIC = mcg/ml (mg/L)

5* = Interpretacién predictiva sensible

R* = Interpretacién predictiva resistente

EBL? = Posible ESBL. Se precisan pruebas para confirmar ESBL frente a otras beta-lactamasas.

[E} = Betalactamasa Inducible. Aparece en lugar de ;Sensible;en especies p de bet; pueden ser a todos los antibisticos
beta-lactamicos. Se recomienda monitorizar los pacientes durante/después de la terapia. Utilizar con dticos beta-lacta

Para aisl tos de LCR y sangre se recomienda una prueba de betal para las especies de enterococo,

Impresion 16/05/2015 10:35 Pagina 1 de 1

Fig.17. Susceptibilidad antimicrobiana en E. coli BW25113 (receptor) utilizando el
sistema automatizado MICROSCAN.
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HOSPITAL AUGUSTO HERNANDEZ MENDOZA

Informe Microbiologico

Nombre: ORMENO VASQUEZ, PHILLIP Muestra BW25113 Estado Final
ID del paciente - Origen Cepa Lab F. muestra 14/06/2015
Médico sol. - Servicio Cortesia

COLORACION GRAM

Bacilos Gram Negativos /

01 Escherichia coli CTe-01

Antimicrobiano CIM Interps

Amicacina <=8 S Antimicrobiano CIM Interps
Aztreonam <=8 S Amox/A Clav <=4/2 S
Cefepima <=8 S Amp/Sulbactam <=8/4 S
Cefotaxima <=2 S Ampicilina <=8 S
Cefotaxima/A Clavulanico <=0.5 S Cefazolina >=4 R
Cefoxitina <=8 S Ciprofloxacina <=1 S
Ceftazidima <=1 S Clindamicina >4 R
Ceftazidima/A Clavulanico <=0.25 S Daptomicina >4 R
Ceftriaxona <=8 S Eritromicina 2 |
Cefuroxima <=4 S Gentamicina <=4 S
Ertapenem <=2 S Levofloxacina <=1 S
Imipenem <=1 S Linezolid >4 R
Levofloxacina <=2 S Moxifloxacina <=0.5 S
Meropenem <=1 S Nitrofurantoina <=32 S
Pip/Tazo <=16 S Oxacilina >2 R
Piperacilina <=16 S Penicilina <2 S
Tetraciclina <=4 S Rifampicina >2 R
Ticar/A Clav <=16 S Synercid >2 R
Tobramicina <=4 S Trimet/Sulfa >2/38 S
Trimet/Sulfa <=2/38 S Vancomicina >16 R
s = Sensible NR = Nolnformado Blanco = Datono o i ne © no prebado
| = Intermedio - = No Probado ESBL = Beta-lactamasa de espectro ampliado

R = Resistente TFG = Cepa Timidin-dependiente Blac = Beta-lactamasa positiva

MIC = mcg/ml (mglL)

Interpretacion predictiva sensible
Interpretacion predictiva resistente

EBL? Posible ESBL. Se precisan pruebas para confirmar ESBL frente a ofras beta-lactamasas.
1B Beta-lactamasa Inducible. Aparece en lugar de ;Sensible;en especies portadoras de bet: inducibles; pueden ser I atodos los
bet; a Se monitorizar los pacientes pués de la terapia. Utilizar con 5 bet: a
Para aislamientos de LCR y sangre se una prueba de para las especies de enterococo.
Impresién 16/05/2015 10:35 Pagina 1 de 1

Fig. 18. Susceptibilidad antimicrobiana en E. coli Cte-01 (transconjugante), utilizando
el sistema automatizado MICROSCAN.
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Fig.19. Concentraciones minimas inhibitorias a metales pesados en la cepa
transconjugante E. coli CTe-01: A. Sulfato de cobre (CuSO.) B. Cloruro de cobalto
(CoCl,); C. Cromato de potasio (K-CrO4); D. Dicromato de potasio (K.CrOv); E. Cloruro
de Mercurio (HgCL,); F. Telurito de potasio (K;TeOa); G, Sulfato de niquel NiSO.);
H.Cloruro de cadmio (CdCly); I. Sulfato de zinc (ZnSOa); J.Nitrato de plata (AgNO3).
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9.1. Composicion de soluciones y reactivos:

Todas las soluciones que se presentan fueron autoclavadas antes de ser

utilizadas.

9.1.1.

9.1.2.

Medios de cultivo

Medio de Luria Bertani (LB)
Para 1 L: Se disolvié 10 g de triptona, 5 g de extracto de levadura, 10 g de

NaCly se ajustd a 1L con agua destilada.

Medio verde brillante lactosa sacarosa rojo de fenol (BPLS)

Para 1L: Se disolvié 57 g del medio en agua destilada.

Medio agar sangre

Para 1L: Se disolvi6 40 g del medio base en agua destilada, luego de ser
autoclavado fue suplementado con 6 % de sangre humana.

Soluciones para extraccion de plasmidios

Buffer TE 50/50
Tris HCI 1M, EDTA 0.5 M.

Solucién | (Método Kado vy Liu):
50 M Tris HCI (pH=8,0).

Solucion | (Método de Birnboim y Doly)
25 mM Tris (pH= 8,0), 50 mM de glucosa, 1 mM EDTA, 5 mg/mL lisozima.

Solucion | (Método termdlisis alcalina)
25 mM Tris (pH= 8,0), 50 mM de glucosa, 10 mM EDTA, 4 mg/mL lisozima.

Solucion Il (Método Kado y Liu)
3% SDS, 50 mM Tris (pH= 12,6).
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Solucién Il (Método de Birnboim y Doly)
1% SDS, 0,2 NaOH (se preparé al momento de un stock 10N).

Solucién Il (Método termalisis alcalina)
Tris base 50mM, pH 12.5, SDS 3% pH 12.6

Solucion lIl:
Para 100 mL: Se agreg6 29.5 mL de acido acético glacial, se llevo a pH 4.8

con pellets de KOH (No se autoclava).

Fenol: cloroformo: alcohol isoamilico

Para 100 mL: Se us6 50 g de cristales de fenol, 40 mL de cloroformo y 2
mL de alcohol isoamilico. Se almacendé en una botella de color caramelo a
4°C.

Buffer de electroforesis (TAE concentracién 50 x):

Para 1 L: se disolvio 242 g Tris base in 750 m H.Od, 57.1 mL de acido
aceético glacial, 100 mL de 0.5M EDTA pH 8.0 y se llevo a 1L con H»Od.
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