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EI presente trabajo de investigacion forma parte del proyecto "Resistencia a

metales pesadosyantibioticosen bacteriasambientalesdeJ rio Mololoa"que se
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Ciencias Quimico Biologicas y Farmaceuticas de la Universidad Autonoma de
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RESUMEN

La presenteinvestigaci6n se realiz6 en el laboratoriode ResistenciaBacterianade

la Unidad Academica de Ciencias Quimico Biol6gicas y Farmaceuticas de la

Universidad Aut6noma de Nayarit, con la finalidad de realizar una genotipicaci6n

de los aislamientos resistentes a arsenico provenientes de tres zonas de

descargas de agua contaminada sobre el rio Mololoa en la ciudad de Tepic,

Nayarit. Se trabajaran 45 aislamientos ambientales de los cuales el 26.7 % provino

delsitioaguasnegras, 46.7 %delixiviados de residuoss6lidos municipalesy26.7

% del riachuelo. En cuanto ala clasificaci6n porgenero, el mas frecuente fue

Klebsiella spp., con 28.9 % y el menor con 2.2 % perteneci6 a los generas

Pseudomona sp., Yokenella sp., y Kluyvera sp. La capacidad de crecimiento en

presencia de arsenico se determln6 mediante ensayos de Concentraci6n Minima

Inhibitoria (CMI). Por una parte, la CMI para arsenito de la mayoria de las cepas

(46.7 %J fue de 12 mM y solo el 8.9 % fue sensible a las concentraciones

utilizadas. Porotra parte, la CMI para arsenato de la mayoria de las cepas (26.7

%) fue de 500 mM y solo una (2.2 %) perteneciente al genera Klebsiella spp.

present6unaCMlde600mM. Seutiliz61atecnicadelisisalcalinaparaobtenerel

perfil plasmidicodelos45aislados, 10 quedemostr6la presencia de los mismos

en el 88.9 % de las bacterias trabajadas. La identificaci6n de los genes

estructuralesdeloper6narsporPCR,diocomoresultadoqueel86.7%present6

el gen arsB, 51.1 % arsC y solo e12.2 % arsA. La genotipificaci6n de los 45

aisladosbacterianos para su posible relaci6n clonal sellev6 a cabo mediante la

tecnica electroforesis en gel de campos pulsados (PFGE) para locualseutiliz6ta

enzima de restricci6n Xbal. Se obtuvieron 10 grupos posiblemente cl6nates,

siendo Klebsiella spp., el genera que present6 mayor diversidad genetica y

Enterobacter spp., el de menor variabilidad en sus patrones de bandeo. La

existenciadegruposclonalesennuestracolecci6ndeprateobacteriasnativasyla

determinaci6n de sus caracteristicas genotipicas y fenotipicas frente al As,

brindaron informaci6n que puede serutilizada a futulo en la implementaci6n de

procesos de biorremediaci6n en ambientes contaminadoscon arsenico.



(jerwtiyijUadDn t£e :Proteo6acterias 'Resistentes a .!'trsenico
IntroauccWn

1. INTRODUCCION

EI arsemico (As) es un elemento t6xico, introducido en la naturaleza tanto por

fuentes geoquimicas como antropogemicas. La presencia de altos niveles de

arsenicoenelagua,aireysuelo,amenazalasaluddelapoblaci6nhumanayde

otrosorganismos(Yang etal., 2010; Mayorga-Moreno, 2013).

Desde Que el arsenico se identific6 y aisl6 por primera vez en 1250 por Alberto

Magno, se ha utilizado ampliamente debido a sus propiedades medicinales y

t6xicas (Mandai y Suzuki, 2002). Hasta los anos 40 del siglo XX, los compuestos

arsenicales eran utilizados en eltratamiento de varias enfermedades como la

sifilis,laleucemiaylapsoriasis,asicomoagenteantiparasitario en la profilaxisde

la tripanosomiasis y la amebiasis de humanos (Thorsen et al., 2006; Ordonez,

2009).

A pesarde la disminuci6n de su usc, el arsenico es la causa mas frecuente de

intoxicaci6naguda pormetaloides, yes segundo, solo superado porel plomo, en

cuanto a ingesti6n cr6nica (Rubinos-Gonzalez, 2007). Los numerosos casos de

intoxicaci6n epidemica porarsenico ocurridos en las ultimas decadas y la grave

situaci6n en el golfo de Bengala, donde una poblaci6n de 34 millones de personas

esta expuesta a niveles t6xicos de As en agua de bebida (Paiva, 2007) origin6 que

el estudiodel arsenico y sus compuestos, desde una perspectiva ambiental sea el

campo en elqueserealizanlosmayoresesfuerzos (Rubinos-Gonzalez,2007).

1.1 Caracteristicasquimicasyt6xicasdelarsenico

EI As es un metaloide y sus propiedades quimicas responden a su ubicaci6n

dentro del grupo V de la tabla peri6dica. EI As tiene un numero at6mico de 33,

unidad de masa at6mica de 74.92 g/mol y comparte caracteristicas quimicas con

el nitr6geno (N), f6sforo (P), antimonio (Sb) y bismuto (Bi) C'JI/u, 2007; Messens y

Silver, 2006).

EI arsenico puede presentarse en formas quimicas organicas e inorganicas, y

existir en cuatro estados de oxidaci6n como As:;'. Aso, As3• Y Ass. (Mateos et al.,
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2006). Lasespeciesdearsenicoorganicaspresentandiferentes gradosde

metiJaci6n: monometiladas [acido monometilars6nico, MMA], dimetiladas [acido

dimetilarsinico, DMA], trimetiladas [6xido de trimetilarsina (TMAO), arsenobetaina

(AB) y arsenocolina (AC)] y tetrametiladas [ion tetrametilarsonio (TMA'») (Torres

Escribano, 2011).

En el ambiente el As generalmente se presenta en forma inorganica en dos

estados redox: arsenito (AsIII, AS03·3) y arsenato (AsV, AsO.-3) (Carabantes y

Fernicola, 2003). EI arsenito es la forma quimica mas soluble y mas m6vil, por 10

tanto, es la forma mas t6xica. EI arsenato, a diferencia del arsenito, se fija

fuertemente a la superficie de varios minerales comunes como la ferrihidrita y

alumina (Smedley y Kinniburgh, 2002; Muller et a/., 2003).

La forma quimica y estado de oxidaci6n del arsenico estan directamente

relacionados a sus efectos toxicol6gicos. Segun los datos de dosis letal50 (DL50)

obtenidos en animales de experimentaci6n (Tabla 1), definida como la dosis

necesaria para producirla muertedeI50%delapoblaci6nexpuesta,latoxicidad

de las especies arsenicales seguiria el orden decreciente: As'3 > As's > TMA' >

DMA >MMA > AC > AB = TMAO (Mandai y Suzuki, 2002; Torres-Escribano, 2011).

Tabla 1.Valoresde DLSO de las principalesespeciesarsenicales

MMA- Acodo monometllars6n1co; DMA= ACldo d,met,lars,n,co, AB- Arsenobetalna, AC
Arsenocolina; TMAO= 6xido de trimetilarsina; TMA'= Ion tetrametilarsonio; mg= Miligramos y
Kg=Kilogramo(TomadoymodificadodeTorres·Escribano.2011)

Especiearsenical DLSO(mgKg' peso Animal de
corporal) experimentaci6n

AsIU 34,5 Ratas
AsV 41 Ratas
MMA ,. 1800 Ratones
DMA 1200 Ratones
AB >10000 Ratones
AC 6500 Ratones

TM'AO 10600 Ratones
TMA' 890 Ratones

La toxicidad del arsenitoesconsiderada de 25a 60veces superior a Ia del

arsenato,debidoasucapacidaddeuni6nagrupossulfhidrilodelasproteinas,
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inactivando su funci6n, por ejemplo, el complejo piruvato-deshidrogenasa,

glutati6n reductasa, ADN Iigasa, tiorredoxina peroxidasa, entre otras (Shen et al.,

2013). Latoxicidaddel arsenatoesdebidaasu similitud con el acidoortofosf6rico,

10 que provoca desacoplamientoen el proceso de fosforilaci6n oxidativa (Silvery

Phung, 2005; Tripathi etal., 2007).

En la actualidad, el arsenico esta c1asificado por la Agencia Internacional para la

investigaci6n sobre el Cancer (IARC) como carcin6geno en humanos (Carabantes

y Fernicola, 2003). En general, las personas expuestas de forma cr6nica al As

presentan incrementos en las tasas de enfermedades como el cancer de piel,

vejiga, putm6n, higado y leucemia, ademas de lesiones cutaneas (Gebel, 2001;

Tapio y Grosche, 2006). Por 10 tanto, aunque los mecanismos de acci6n del

arsenico no esten totalmente dilucidados, se puede concluir que existe una

asociaci6n inequivoca entre exposici6n al arsenico e inducci6n de cancer (Paiva,

2007)

1.2 Arsenico,distribuci6nynivelesambientales

Elarsenicoeselnumeroveinteenlalistadeloselementosmasabundantessobre

la corteza terrestre yes un componente de mas de 200 minerales (Mandai y

Suzuki, 2002; Paiva, 2007). Las fuentes naturales de arsenico incluyen el

volcanismo, la actividad hidrotermica y la erosi6n de rocas sedimentarias. La

acci6nantropogemica porsu parte constituyeuna segunda fuente de arsenico en

el medio. Entre las acciones antropogenicas se encuentran el uso de

agroquimicos como insecticidas y herbicidas, conservadores para madera,

residuos de la fundici6n, explotaci6n minera, producci6n de vidrio, papel y

semiconductores (Tchounwou et al., 2004; Badr y AI-Qahtani, 2013).

Dadoqueelarsenicoesuncompuestonaturaldeiacortezaterrestre,puedeestar

presenteentodoslosmedios,inclusoenel aguade mar (Morgan, 2001; Mandaly

Suzuky, 2002). La concentraci6n natural de arsenicoen aguade marusualmenle

es menor que 2 ~g/L, mientras que en aguas superficiales y subterraneas la

concentraci6n varia entre 1 y 10 ~g/L. Niveles elevados han sido encontrados en
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agua de origen geoqufmica yasociada a la actividad hidrotermal (Carnabantesy

Fernicola,2003).

Enel airelaconcentraciondel metaloide varfa entre 1 y10nglm J enareasruraies

yes levemente mas alto en areas urbanas alcanzan valores cercanos a los 20

nglmJ
• En areas proximas a plantas que queman carbon pueden encontrarse

valores de hasta 1 llglmJ
• La concentracion de arsenico en rocas y suelos no

contaminadosesgeneralmentemenorde20mg/kg(BuchetyLison,2000).

Los niveles de arsenico se han incrementado de forma significativa en distintas

regionesdel planeta. India y Bangladesh son las zonas mas afectas. donde mas

de 500 millonesdepersonas seencuentranen situacionde riesgoporelconsumo

de agua contaminada. En Japon. Nueva Zelanda y EEUU. se pueden encontrar

altos niveles deeste metaloideen el sueloyen lasrocas, mientrasqueen Chile,

Argentina, Taiwan y Reino Unido. existen concentraciones superiores a 1,100 llg/L

enel aguadeconsumo (Morgan. 2001; Mandai ySuzuky, 2002).

Con el objetivo de reducirel riesgo de exposicion a concentraciones de arsenico

consideradas peligrosas para la salud. se empiezan a regular sus niveles en el

ambiente. En 1942, la Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos

(EPA) establecio ellfmite de 50 ~g/L en el agua potable, basandose en datos del

Servicio de Salud Publica (Paiva, 2007). Por su parte la Union Europea y la

Organizacion Mundial de Salud establecen una concentracion maxima de 10 llg/L

deAs(Berg eta/,,2007).

Por 10 tanto. el estudio de este metaloide es de gran importancia en cuanto a

contaminacionambiental,debidoasusefectostoxicossobrelosorganismosvivos.

Especificamente las bacterias han sido objeto de numerosos estudios por su

participacion en losciclos biogeoqufmicos de algunos elementos esencialespara

la vida como el carbono, nitrogeno, fosforo y azufre, tambien por su capacidad

para biotransformarcompuestos noesencialescomoelarsenico, que representa

unaamenaza para elambienteylasalud humana (SuarezyReyes. 2002).
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1.3 Resistencia bacteriana al arsenico

Lacontaminacion delagua, aireysuelopormetaloideses uno de los problemas

ambientales mas severos debido a que estes no pueden ser degradados y

permanecenen el ambiente (Acosta etal., 2007). Su presencia ejerce una fuerte

presion de seleccion sobre los microorganismos que ahi habitan, cuando la

descarga del metaloide es de caracter permanente como sucede habitualmente

con este tipo de contaminante. Esta presion provoca una seleccion natural de

aquellosgenotiposquepueden resistiryadaptarse a dicho estres (Moraga etal.,

2003;SilveryWalderharg, 1992).

La relacion arsenico-microorganismo origina una serie de procesos adaptativos

que se encuentran asociados a determinantes geneticos y que finalmente se

expresan como mecanismos de resistencia hacia el metaloide (Anisimova et al.,

1993; Montuelle etal., 1994). Entre ellos se encuen\ran principalmente los que

involucran: enzimas que oxidan el arsenito (AslIl) a arsenato (AsV) (Figura 1A) 0

las que reducen el AsV a Aslli (Figura 18 y 1C) Y transportadores de membrana

que expulsan las especies nocivas del citoplasma celular(Figura 1C) (Cervantes

etal., 2006, Silvery Phung, 2005).
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Figura 1. Mecanismos de resistencia bacteriana para arsenico. La resistencia al
arsenicose debe a diversos mecanismos que involucran reaccionesde 6xido·reducci6n
sobre el metaloide. (A) Oxidaci6n de arsenito realizada por la enzima de membrana Aso;
(B) Reducci6n de arsenato por la enzima ArsB. (el EI AsV entra al citoplasma a \raves del
sistema Pst 0 Pit, es reducido a Asill por la arsenato reductasa citosolica (ArsC) y
posteriormente es eliminado por la bomba de expulsi6n ArsB (Tomada y modificada de
Silvery Phung, 2005).
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Estos mecanismos de resistenda a arsenico se han reportado en organismos

taxon6micamente diversos y metab61icamente versatiles. Por ejemplo, el Asill es

oxidado a AsV por las bacterias oxidantes del Asill que presentan enzimas

arsenitooxidasas localizadasen el periplasma celularo asociadas a membrana

citoplasmatica (Kotze, 2006). Estos microorganismos quimioaut6trofos utilizan

oxigeno y en la respiraci6n anaerobia usan nitrato como aceptor terminal de

electrones, a la vez que realizan la fijaci6n de CO2 atmosferico como fuente de

carbono(Santini yVanden, 2004; MUllereta/., 2006; paezeta/., 2009)

Algunasbacterias heterotr6ficas oxidantesde Aslli no parecen utilizar el arsenito

como donador de electrones, locual sugiere que la oxidaci6n del Asill puedeser

una forma de detoxificaci6n para dichas especies (Croal et a/., 2004). Este

mecanisme de detoxificaci6n se ha reportado en miembros de los generos a, f3 y y

proteobacterias, quienes utilizan mecanismos de oxidaci6n del arsenito

codificadosenlosgenesestrucluralesdeloper6naox,aioyaro(Lettetal., 2012).

En la vertiente contraria se presentan microorganismos que utilizan el AsV como

aceptorterminal de electrones, en 10 que constituye una respiraci6n anaer6bica

tipica. Estos microorganismos oxidan diferentes compuestos ya sean de origen

organico como lactato, acetato, formiato y compuestos aromaticos 0 bien

inorg{micos como hidr6geno y sulfuros, 10 cual provoca la formaci6n de Aslli

(Perez eta/., 2005; Ordonez, 2009). Los mecanismosde respiraci6n del arsenato

y de la detoxificaci6n del AsV seatribuyen a los genes que codifican la arsenato

reductasa arrAB (Song et al., 2009) y al oper6n arsRDABC respectivamente

(Figura 2C) (Mulleretal., 2006; Mateos etal., 2006).

Estos procesos metab61icosydedetoxificaci6n donde lasformas inorganicas de

Asestanimplicadas,sedetallanacontinuaci6n.

1.3.1 Oxidaci6n del arsenito: Oper6naox

La oxidaci6n bacteriana de AsII I a AsV fue descrita en 1918, perc no fue hasta

1992 que la primera arsenito oxidasa fue aislada a partir de Alcaligenes faeca/is
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(Anderson etal., 1992). Estaenzima esta implicada tanto en ladesintoxicaci6n de

arsenicoen bacterias heter6trofas (Mulleretal., 2003),comoen Iageneraci6nde

energiaen bacteriasquimioheter6trofasyquimiolitotr6ficas (Oremland etal., 2002;

SantiniyVanden, 2004).

Arsenito oxidasa (Aox) es una enzima redox periplasmatica. Presenta una

estructuraheterodimericaqueconstadeunasubunidadgrandeyotrapequeria.La

subunidad catalitica mayorcontiene un centro de molibdenoy un centro[3Fe-4S],

mientras Ja subunidad menor esta formada por un centro Rieske [2Fe-2S] (Figura

2) (Ellis et al., 2001). Los genes que codifican estas dos subunidades fueron

identificados y secuenciados en la bacteria heterotr6fica Herminiimonas

arsenicoxydans cepa ULPAs1, y se demostr6 que ambos genes estan en el mismo

oper6naoxlarolaso (Mulleretal., 2003; Lett et al., 2012).

EI primergen del oper6n aoxcodifica la subunidad Rieske y se Ie nombr6 aoxA.

La designaci6n aoxB se utiliza para el gen que codifica la subunidad pesada

Molibdeno (Hille, 1996; Muller et al., 2003; Silver y Phung, 2005). AoxA posee un

peptido serial TAT (del ingles Iwin !J.rginine Iransporter) en el extrema amino

terminal que guia la proteina heterodimerica plegada durante el transporte del

citoplasmaalespacioperiplasmico (Figura 2) (Muller et al., 2003).

Figura 2. Modelode la enzima arsenito oxidasa. La enzima AoxB esta integradaporla
subunidad Rieske y la subunidad Mo-pterina. Contiene un oriflCio de entrada a el Aslli
que transfiere doselectronesal Molibdeno(Mo)loqueprovocasureducci6naMo(lV)y
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laoxidaci6ndelarsenitoaarsenato.Elarsenatoseliberadelaenzimayesliberadoporel
mismoorificio de entrada. EIMo(IV)transfiere losdoselectronesalgrup03Fe-4S, con 10
cual se regenera el centro de reacci6n Mo(VI). Se realiza la transferencia de los dos
electrones del grupo [3Fe-4S] a la subunidad pequer'ia Rieske [2Fe-2S] y finalmente la
transferencia de los electronesdel Rieskede la arsenito oxidasaalacadenarespiratona
(Tomadaymodificada de Silvery Phung, 2005)

Sehapropuestoquelaoxidaciondelarsenitoporestaenzimaocurremedianteel

siguientemecanismo: elarsenitoingresa a travesde un orificio conicopresenteen

la superficie de la enzima y entra en contacto directo con el Molibdeno (VI)

embebido en la misma. Inmediatamente se produce una transferencia de dos

electrones del arsenito al grupo Molibdeno 10 que provoca su reduccion a

Molibdeno (IV), posteriormente el arsenato es liberado a traves del mismo orificio

de entrada. Despues los electrones se transfieren primero al grupo [3Fe-4S]

dentro de la subunidad grande Mo-pterina de la proteina y despues a un grupo

[2Fe-2S] situado en la subunidad pequer'ia. A partir de ese sitio los electrones se

transfieren a la cadena respiratoria de la membrana interna y eventualmente al

oxigeno, que es el aceptor terminal de electrones (Figura 2) (Anderson et al.,

1992; Ellis et al., 2001; Hoke et al., 2004; Silver y Phung, 2005; citados en

Pacheco-Gonzalezetal., 2013).

En Agrobacterium tumefaciens SA, se identifico un mecanisme complejo para la

expresion de los genes estructurales del arsenito oxidasa (aoxAB) que implica la

percepcion de quorum sensing, asi como un sistema de dos componentes de

transducciondeser'iaJ. Los genes regulatorios del sistema de doscomponentes

aoxS y aoxR estan localizados rio arriba del operon aoxAB. aoxS codifica para

una histidina quinasa (HK) y aoxR funciona como un regulador transcripcionaJ.

Ademas de aoxA y aoxB, rio abajo se localizan los genes aoxC y aoxD que

codifican tanto para el citocromo c, como para una enzima involucrada en la

biosintesis de la molibdopterina respectivamente (Kashyap et al., 2006). Por

ultimo, dentro del operon aox se encuentra el gen denominado aoxX, el cual

codificaparaunaproteinadeunionaoxianiones(Cai eta/., 2009).
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En Ochrobactrum tritici se report61a presencia de todos los genes anteriores

dentro del oper6n aox (Branco et al., 2009), al igual que en cepas de

Herminiimonas arsenicoxydans, en las cuales per mutagenesis con el transpos6n

Tn5 se demostr6 que existen otras proteinas que participan en el control de la

oxidaci6n del arsenito, como son RpoN y OnaJ, las cuales consisten en un factor

sigma N (054) alternativo de la ARN polimerasa y en la co-chaperona Hsp-70

(Koechler et al., 2010). Se ha mencionado ademas que la regulaci6n de la

expresi6ndel oper6n respondeasenales quorumsensing(Kashyapetal., 2006).

Sin embargo, los mecanismos regulatorios de la oxidaci6n del arsenito aun no

estan totalmente esclarecidos (Quemeneur et al., 2008; Chang et al., 2010;

Sultana etal., 2012)

La importancia ecol6gica de este proceso oxidativo es indudable ya que la

oxidaci6n de Aslli a AsV es un proceso biorremediador debido a que el AsV es

menos t6xico y puede ser eficientemente removido del ambiente mediante

tecnicas como la coagulaci6n con Felli (Leist et al., 2000; Battaglia et al., 2002;

Caietal.,2009).

1.3.2Reducciondelarsenato:Operonars

En bacterias arsenato-reductoras, el sistema mas estudiado corresponde al

oper6n ars, el cual puede localizarse en cromosoma 0 plasmido (Figura 3) y

funcionar bajo condicionesaer6bicas 0 anaer6bicas (Silvery Phung 2005; Branco

etal., 2008; paezetal., 2009).

Esteoperonfueel primer ejemplo descrito de un sistemadeexpulsi6nde arsenito

y antimonio (Sblll). Su presencia se determin6 en el plasmido pR773 de

Escherichia coli (Carlin et al.• 1995; Cervantes et al., 2006). Donde se

encontraron cinco genes: arsA, arsB, arsC, arsO yarsR (Figura 3A), mientras que

a nivel cromosomal 5610 se identificaron tres cistrones que se nombraron arsB,

arsC, yarsR(Figura 3B), debido a la fuerte homologia con los genes del oper6n

ars plasmidico (Figura 3ABC) (Silver y Walderhaug 1992; Diorio et al., 1995;

Rosen, 2002; Wu, 2007; Mellado et al., 2011). Los plasmidos pl258 y pSX267 de



(jenDtipfjf£fu;iQn ae Proteo6acterias ~istentes a ksenico

Staphylococcus aureus tambilln tienen el oper6n arsRBC 10 que Ie confiere

resistenciaaarsllnico (Cuebasetal., 2011).

c. Contextogeneticoentrealgunasgammaproteobacterias.

Figura 3. Contexto genetico del operon ars. EI plilsmido R773de E. colimuestra los
genes de resistencia arsRDABC (A). En el cromosoma de E. coli inicialmente se
determin6 la presencia de los genes arsRBC (B). Actualmente se tiene evidencia de la
presencia del oper6n ars en cromosoma de E. coli y otras especies que mantienen
analogia con el contexto genetico del oper6n (C). Los colores muestran el grupo de
ortologiaparacadaunodelosgenesdelincisoAB.(TomadaymodificadadeWu,2007;
C: Gene Context Tool III (http://operons.ibt.unam.mxlgct3/).
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Laresistenciaalarsenitomediadaporeloper6narssedebeaqueexpulsaelAsll1

del citoplasma por un complejo formado por las proteinas ArsA y ArsB (Figura 4)

ArsA es una proteina hidrofilica asociada con la membrana y con actividad

ATPasa (Mellado etal., 2011). ArsB es una proteina que se comporta como una

bomba de membrana interna que forma un canal de difusi6n de aniones

(Villadangosetal., 2012).

Figura 4. Mecanismode resistencia a arsenito y arsenato mediado porel operon
ars. Elarsenitose introduce a la celula bacteriana mediante lasgliceroporinas (GlpF), a
su vezeltransportadorde tostatos (PT) intemaliza elarsenato. La arsenato reductasa
ArsC reduce el AsV a Asill que posteriormente es elimlnado per la bomba de expulsion
ArsB. La expresi6n de los genes del oper6n ars se encuentran bajo la regulaci6n de la
proteina ArsR (Tomada y moditicada de Ordonez, 2009)

Paraconseguirquetodoel arsenitoesteenforma transportable, contiguo algen

arsB, seencuentra arsC, quecodifica para unaarsenato reductasa citoplasmatica

monomerica que emplea glutati6n reducido como donador de electrones para

transformar el AsV en AslIl, el cual finalmente es expulsado por el complejo

ArsAB. De esta forma, el sistema ars confiere resistencia a ambos oxianiones

(Figura 4) (MukhopadhyayyRosen, 2002; Mukhopadhyayetal., 2002; Eppingeret

a/., 2012).
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1.4Proteinascodificadaseneloper6nars

ArsAesunaATPasadependientedesustratoquepresentadossitiosde union de

nucleotidos (NBS,) con sus correspondientes sitios de union alostericos (Walmsley

et a/., 2001). ArsA esta compuesta de dos mitades homologas (A1: residuos 1-282

y A2: residuos 321-583) conectadas por un pequeno "linker" de 25 residuos

(Figura 5) (Fu eta/., 2010).

Figura 5. Estructura tridimensional de ArsA. Cada uno de los homologos de la
proteina ArsA, presenta dos sitios de union a nucleotido (NBS), el dominio MBD es el sllio
de union del As. La actividad ATPasa del sitio NBS, incrementa la exlrusion del metaloide
(Tomadaymodificada de Zhou etal., 2000).

Analisis estructurales de ArsA demostraron que los NBS estan formados per

residuos de A1 y A2 (Zhou et a/., 2000). Tanto A1 como A2 exhiben actividad

ATPasaindependiente,lacualseestimulade 30a40vecescomo resultadodela

union de los metaloides quetransporta yque requiere lainteraccion de lasdos

mitades (Ordonez, 2009). Existe ademas un dominic de union a metaloide-(MBD),

queseactivaalostericamenteyseubicaenelextremoopuestode laproteina a

partir de los NBS. Por otra parte, el conector esta situado cerca de los NBS y

participaactivamenteen 10scambiosconformacionaiesqueseproducenenArsA

antelauniondelsustrato(Kotze,2006).
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ArsB es el determinante de resistencia a As mas estudiado en bacterias y arqueas

yseclasificadentrodelasuperfamiliadetransportadoresdeiones. Esta proteina

de 45 kDa esta formada por 12 helices alfa transmembranales y tres bucles

citosolicossituadosentrelosresiduos77-92,198-221y264-277,encargadosde

unirse a ArsA (Figura 6) (Meng et al., 2004; Cervantes et al., 2006; Wu, 2007).

Figura 6. La bomba de expulsion ArsAB. EI complejo de ArsA y ArsB forma una
ATPasatranslocadora de anionesque cataliza la extrusion de arsenitoyantimonio. ArsA
tiene dos partes homologas, A1 (N-terminal) y A2 (C-terminal). ArsB es una proteina de
membrana interna y sirve tanto para el anclaje de ArsA a la membrana y como bomba de
expulsion de Asill ySbll1 (Tomado ymodificado de Rosen etal., 1999)

Ademas, ArsB tiene un modo dual de obtencion de energfa: (i) puede actuar como

untransportadorsecundarioqueasocialafuerzamotrizdeprotonesaI proceso de

transporte 0 (ii) formar un complejo con ArsA (ArsAB), donde la hidrolisis de ATP

esel motor que posibilitadichotransporte (Mukhopadhyayetal., 2002; Ordonez,

2009). Este es el unico sistema de expulsion de iones inorganicos toxicos que

puede funcionar de manera dual: impulsado por la hidrolisis del ATP 0 por un

proceso quimiosmotico (CervantesetaJ., 2006).

1.4.3 Arsenato reductasa: ArsC

Las arsenato reductasas (ArsC) son proteinas citoplasmatlcas monomericas de

pequeno tamano (131 residuos en el caso de S. aureus y 141 para E. coli)

(Mennens y Silver, 2006) que reducen el arsenato a arsenito para que sea
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exportado por la bomba de salida ArsAB (Kotze, 2006). Las proteinas ArsC

descritashastalafecha presentan diferencias muy claras asociadas no solo a la

heterogeneidad de sus secuencias ya su conformacion estructural (Martin eta/.,

2001), sino tambien a los mecanismos de reduccion y a la localizacion de las

cistefnascatalfticas.

Estas caracteristicas permiten su c1asificacion: (i) las arsenato reductasas

dependientes de tiorredoxina (Trx) y de tiorredoxina reductasa (TR) cuyos

principales exponentes son la ArsC del pl258 de S. aureus y la ArsC de Bacillus

subtilis y (ii) las arsenato reductasas dependientes de glutaredoxina (Grx) y

glutation(GSH),quepresentandosgrupos bien diferenciados; elrepresentadopor

la ArsC del plasmido R773 de E. coli y el del grupo de la Acr2p de Saccharomyces

cerevisiae (Messens y Silver, 2006; Castillo-Rodriguez, 2005; Kozer, 2006).

1.4.3.1 ArsenatoreductasadelplasmidoR773

La proteina ArsC (141 aa) del plasmido de resistencia R773 es la enzima

dependiente de GSH/Grx mejor caracterizada desde el punto de vista

enzimologico y estructural. Esta ArsC emplea en su catalisis tres residuos de

cisteina al igual que ocurre en las enzimas dependientes de Trx. La diferencia

fundamental esque de los tres residuos indicadostan solo uno de ellosloaporta

la enzima ArsC, mientras que los dos restantes los aportan el GSH y la Grx

respectivamente. Otras diferencias significativas de esta reductasa, en relacion

can la ArsC codificada en el p1258, es que no presenta actividad ATPasa

(Mukhopadhyayeta/., 2000)ni sitiosde union a potasio(K) (Roosetal., 2006).

Ademas en su secuencia primaria aparecen dos residuos de cisteina (Cys12 y

Cys106); solo la Cys12 es necesaria para la reduccion de AsV (Martin eta/., 2001;

DeMel etal., 2004). EI arsenato se une a la cisteina yluego es reducido en dos

pasos por la glutaredoxina (Grx) y glutation (GSH) produciendo el intermediario

Cys12-S-Aslli que fuego se hidroliza para Iiberar el arsenito (Roseen, 2002).

Igualmente el pH optima de la reaccion es de 6.5 en contraposicion al optima
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descrito para la ArsC del pl258 que es de 8.0 (Ordonez, 2009; Castillo-Rodriguez,

2005).

1.4.4 Metalochaperona ArsD

ArsD actua como un homodimero de 120 residuos cada subunidad (Chen y

Rosen, 1997). Analisis geneticos sugieren que los residuos Cys12, Cys13 y Cys18

de ArsD, estan implicados en la trasferencia citos61ica de arsenito a la ATPasa

ArsA, es decir, ArsD actua como una metalochaperona que transfiere el Asill a

ArsA. (Yang et al., 2010). En el modelo descrito, ArsD interacciona con ArsA con

bajaafinidad en ausencia del metaloide (Lin etal., 2007b;Yang etal., 2010). Esta

interacci6n no se establece ni con ArsC ni con ArsR. Estadebil interacci6n entre

ArsA y ArsD se incrementa cuando el Aslli se une al sitio de uni6n a metales de

ArsD. La uni6n de Asill a ArsD se produce como consecuencia de una afinidad

muysuperioralaqueexhibeArsAporelAsllI(Lin etal.,2007b).

Figura 7. Mecanismo de transferencia de Aslil entre ArsD y ArsA. EI en primer paso
una molecula de As(OH), forma As(GS)" al unirse a 3 GSH citos6lico. Posteriormente,
ArsD extrae el Aslli de As(GS), por intercambio de un grupo tiol con los residuos de
Cys12, Cys13 y Cys18. En una serie gradual de intercambios tiol, la unidad de Aslli se
transfiere a tiolatos de Cys113, Cys172, Cys422 de ArsA, cuando los dos dominies de
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uni6n de nucle6tidos NBD1 y NBD2, hidrolizan ATP. La uni6n del AsllI provoca un cambio
conformacional en ArsA que incrementa la hidr61isis de ATP y finalmente permite la
extrusi6nfinaldelmelaloide (TomadoymodificadodeYang etal., 2010).

La cesi6n del AslIJ desde ArsD a ArsA se debe producir a expensas de cambios

conformacionales en las proteinas, ya que es un proceso termodinamicamente

desfavorable. Por 10 tanto, es previsible que la interaccion entre elias posibilite

cambiosenlaafinidaddelossitiosdeuni6nalosmetalesimplicados,demanera

que los residuos de cisteina de ArsD involucrados en la interaccion con ArsA, se

acerquen estericamente al sitiode union a metales de ArsA. Esto desorganiza el

sitio de uni6n a metales de ArsD y baja su afinidad, 10 que posibilitaria la

transferencia del Aslli desde ArsD hasta ArsA (Figura 7)

ArsD no solo actua como facilitador de Aslli a ArsA, sino que la interacci6n entre

las dos proteinas incrementa la actividad ATPasa de ArsA y la afinidad de ArsA

por el AslIl, 10 que hace a ArsA mas efecliva a bajas concentraciones del

metaloide(Lin eta/., 2007a; Yangetal., 2010).

1.4,5 ReguladortranscripcionalArsR

EI Arsenico presenle en el ambienle desencadena en los microorganismos una

respueslaquedisparalosmecanismosderesistenciaalmetaloide.Estarespuesta

la inician las proteinas metaloreguladoras de la familia ArsR/SmtB (Ordonez,

2009). Los miembros de esla familia funcionan exclusivamente como represores

transcripcionales e incluye el represor SmtB de Synechococcus sp., yel represor

ArsRen E. coli (Wu, 2007).

La proteina de 13 kDa ArsR del plasmido de E. coli R773 es un homodimero

formado por dos mon6meros de 117 residuos y controla el nivel basal de la

expresion del oper6n ars (Wu, 2007). Cada mon6mero posee la secuencia Cys32_

Val-Cys34-Asp-Leu-Cys37 en la primera helice de la region de uni6n al DNA. Los

tres residuosde cisteina de dicha secuencia forman un triple enlace coordinado

intramolecular especifico para el AsllI, 10 que conslituye el sitio de uni6n del

metaloide(Ordonez, 2009).
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En ausenciade arsenito el represorArsResta unidoalsitooperador/promotordel

oper6n ars y evita la expresi6n de los genes estructurales. Cuando el arsenito

entra al citoplasma interacciona con los grupos sulfhidrilo de los residuos de

cistelna de ArsR,lo que ocasiona un cambio en la conformaci6n del represor,lo

que trae comoconsecuencia ladisociaci6n de ArsRdel sitooperador/promotory

subsecuentemente una expresi6n de los genes estructurales del oper6n ars

(Stoker et a/., 2003; Butcher y Rawling, 2002; Wu, 2007; Ordonez, 2009).

Por 10 tanto, la presencia de cada uno de los productos del oper6n ars puede

apoyar la persistencia de cepas especificas en un ambiente contaminado par

arsenlco. Este mecanisme de persistencia puede ser detectada por medio de

herramientas moleculares como PCR. Ademas, se puede determinar las

relaciones geneticas entre estes asilados ambientales mediante tecnicas de

genotipificaci6n como la electroforesis por campos pulsados (Nascentes el a/.,

2012).

1.5Epidemiologiamolecularygenotipificaci6nbacteriana

La epidemiologia moleculares una disciplina que permite abordar losestudios a

traves de la utilizaci6n de tecnicas moleculares que combinan la epidemiologfa

analiticacon metodos avanzados de laboratorio (Mathemaelal., 2006; Aguadero,

2014). Elconocimientoderivadodelosestudiosepidemiol6gicoshaincrementado

la informaci6n sobre las bacterias, virusy parasites causantesde enfermedades

infecciosas debido a que permite determinar la historia natural de los

padecimientos, es decir, su etiologla, frecuencia de aparici6n, distribuci6n, sus

vias y patr6n de diseminaci6n y sus reservorios 0 factores que incrementan el

riesgodecontraerla (Johnson y Russo, 2005; Viichez yAlonso, 2009).

La investigaci6nmicrobiol6gicacon fines epidemiol6gicosrequiere de metodos de

tipificaci6ndecepas.Unmetododetipificaci6nesaquelquepuedeserusadopara

diferenciar entre cepas bacterianas pertenecientes a una misma especie. Los

metodos de tipificaci6n en general deben cumplircon dosrequisitos principales:

poder discriminar entre aislados no relacionados y, ser capaces de brindar
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resultadosreproduciblesentrediferentesensayosyeslablesparaunacepadada

obtenida de diferenles origenes (Schreckinger, 2008). Los metodas para

tipificacion de microorganismos pueden c1asificarse en dos grandes grupos:

fenotipicosygenotipicos (Singhetal., 2006; Vilchez y Alonso, 2009)

Los metodas fenotipicos se basan en la delerminacion de caracteristicas

bioquimicas y/o fisiologicas que hisloricamenle constiluyeron la primera

herramienta que permitio la comparacion de microorganismos (Singh et al., 2006).

Eslos metodos incluyen la determinacion de aclividad enzimatica, capacidad meta

bolica ydeterminantes anligenicos a de susceptibilidad frente a antimicrobianos

(Valero-Leal,2012).

No obstante, el alcance de eslos procedimienlos puede enconlrar serias

restriccionesya que los rasgosfenotipicos son suscepliblesalainfluenciadel

ambienle, ypueden provocarvariacionesen la expresiongenelica, par 10 queel

resultadooblenidoatravesdeladetecciondeestelipodecaraclerespuede

presenlar poca eslabilidad, reproducibilidad a poder discriminalorio (Versalovic y

Lupski,2002).

Porotraparte,losmelodosgenolipicosodegenotipificacioninvolucranelestudio

del genoma del microorganismo causal de la enfermedad. Par 10 que permilen

analizar propiedades, caraclerislicaso polimorfismosgenelicos presentesen los

agentes etiologicos (Aguadero, 2014). En este senlido, las tecnicas de

genotipificacion permiten delerminar si los microorganismos analizados se

encuentran geneticamenle relacionadosy par lolanto, pueden serconsiderados

como represenlanlesde una misma cepa a clan (Singh etal., 2006).

A nivelepidemiologicosehaceindlspensable la evaluacionde la c10nalidad enlre

aislados cuando se estudian brotes de infecciones intra a extrahospitalarias. Par

ejemplo, paraeslablecerlarelaciongeneticaentreaisladosdeunamismafuente

pero que manifiestan diferencias a nivel fenotipico 0, porel conlrario, aislados

provenientesdedistintospacientesperoquemuestrancaraclerfsticasfenotipicas

similares. La confirmacion de la relacion genelica entre estos microorganismos
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ayuda a determinar la fuente de la infecci6n, el numero de clones circulantes, el

vehiculo,Iarutayeipatr6ndedistribuci6n (Singh ela/., 2006).

EI conocimiento que brindan las tecnicas de genotipificaci6n permite la

implementaci6n de nuevos programas que contribuyan al control yprevenci6nde

los brotes infecciosos (Vilchez y Alonso, 2009). Por 10 antes mencionado, las

tecnicasdegenotipificaci6nsehan popularizadoa 10 largo de los anos,sehan

modificado y perfeccionado para incrementar su capacidad discriminatoria,

reproducibiJidad yversatilidad (Singh ela/., 2006).

Los metodos moleculares para la genotipificaci6n son variados y pueden estar

basados en el analisis de poJimorfismos de secuencias repetidas de elementos

variables 0, del genoma completo de los microorganismos. Desde el punto de vista

metodol6gicolastecnicasmolecularesparagenotipificaci6npueden c1asificarse en

lostres grupossiguientes(Aguadero, 2014).

a) Las relacionadas con la ampJificaci6n de fragmentos de DNA por medio

delareacci6nencadenadela polimerasa(PCR).

b) Las que involucran la secuenciaci6n parcial del genoma de los

microorganismos, como son el MLST (del ingles Multi!:ocus ~equence

Iyping)oel Spa typing.

c) Aquellas basadas en el estudio y comparaci6n del electrocariotipo

mediante electroforesis de campo pulsado PFGE (del ingles Eu/sed-Eield

Qel~/eclrophoresis).

Cada unadeestasherramientasha ofrecido una alternativa de gran utilidad para

la investigaci6n epidemiol6gica (ViJchezyAlonso, 2009). Sin embargo para este

trabajoseutiliz61atecnicadeelectroforesisdecampospulsados.

1.5.1 Electroforesis de campos pulsados(PFGE)

La electroforesisdecampo pulsado corresponde a unatecnica degenotipificaci6n

que fue descrita por primera vez en 1984 por David Schwartz y Charles Cantor.
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Esta tecnica ha tomado mucha importancia en los tiltimos anos y actualmente se

considerael"esttlndardeoro"paralatipificaci6ndebacteriaspat6genasgraciasa

su capacidad discriminatoria y su utilidad en la separaci6n de fragmentos de ADN

de un tamanoentre las 10kby10Mb(Huntereta/., 2005; Schreckinger, 2008)

EI ADN gen6mico de los aislados en estudio es digerido con endonucleasas de

corte poco frecuente. La enzima de restricci6n varia de acuerdo ala gen6mica

bacteriana que se desea analizar por PFGE (Tabla 2) (Goering, 2010).

Tabla 2. Enzimas de restriccion de corte pocofrecuenteadecuadasparaelamilisis
genomicobacterianomediantePFGE.

La restricci6n poria endonucleasagenerafragmentos de peso molecularelevado

que son separados en un gel de agarosa gracias a la aplicaci6n de campos

elE~ctricos cuya direccionalidad cambia a intervalos predeterminados mediante el

empleo del sistema CHEF (del ingles Qamped Ijomogeneous f./ectric £ie/d), este

tipo de camara de electroforesis tiene un campo elE~ctrico homogElneO en un

contornocerradodeelectrodos,dondeveinticuatroelectrodosesttlndispuestosen

un arreglo hexagonal que se ulillza para la generacion de campos electricos

uniformes en angulos de 120· (Valero-Leal, 2012). Esto causa que el ADN se

mueva en el gel de un lado al otro permitiendo as! la migracion de estos

fragmentos (Figura 8) (Cardozo-Bernal et a/., 2013). Como resultado se obtiene un

patron de bandas caracteristico para cada aislado (Schreckinger, 2008; Vilchezy

Alonso,2009).

La calidadyresolucion de lospatrones de bandasson afectadaspor lacantidad

deADN ylascondicionesexperimentalesseleccionadas. Laresolucion del patron

de bandas dependedeitiempodepuisos (Switch inicial y final) que determina el
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intervalo de los tamanos que se pueden separar; ademas la calidad puede ser

modificadaporeltiempodecorrida, la temperatura experimental, la inlensidad del

campo electrico, la concentraci6n de agarosa y la composici6n deltamp6n de

eleclroforesis(Valero-Leal,2012)

Figura 8. Distribucion de los electrodos en el equipo CHEF utilizado en PFGE.
Flechas cortas mueslran los vectores de fuerza de campo de los campos eleclricos
alternantes. SimbolosA+yA-, B+yB-indican posiciones de los pares de electrodosde
los campos electricos altemantes (Tomado y modificado de Cardozo-Bernal et al., 2013).

En 1995, Tenoverycolaboradores propusieron un criteria que permite interpretar

eleleclrocariotipodediversascepasdemaneralal,quesepudieranestablecerlas

relacionesgeneticasyepidemiol6gicasentredichosmicroorganismos.Segunesle

sistema se puede clasificar a los aislados bacterianos en cuatro categorias:

(Tenovereta/., 1995; Cardozo-Bernal eta/., 2013).

i. Cepas indistinguibles: Los aislamientos se designan geneticamenle

indistinguiblessisuspatronesderestricci6ntienenlosmismo5 numeros de

bandas y las bandas correspondientes son aparentemente del mismo

lamano.

Ii. Cepas estrechamente relacionadas: Un aislado se considera que esla

estrechamente relacionado con la cepa del brote, si su patr6n de PFGE

difiere del palr6n brote par cambios consistentes con un unico suceso

genetico, es decir, una mutaci6n puntual a una inserci6n 0 deleci6n de

ADN. Estos cambios resullan tipicamenle en dos 0 tres bandas de

diferencia.
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iii. Cepas posiblemente relacionadas: Un aislado es considerado como

posiblementerelacionadoconlacepadel brote, si su patr6n PFGEdifiere

del patr6n brote par cambios consistentes can dos eventos geneticos

independientes,esdecir,diferenciasdecuatroaseisbandasquepueden

explicarse par simples inserciones a deleciones de ADN a la ganancia a

perdidadesitiosderestricci6n.

iv. Cepas no relacionadas: Su patr6n de PFGE difiere del patr6n brote par

cambios consistentes can tres a mas eventos geneticos independientes,

generalmente siete a mas bandas de diferencia.

Medianteel analisis de los patrones de PFGE de manera visual (Tenover eta/.,

1995) a se utiliza un software como BioNumerics y base de datos de huellas

dactilares Software Diversity (Goering, 2010). se han podido determinar las

similitudes geneticas entre los aislamientos. Esto permite inferir si dos

aislamientos aparentemente no relacionados tienen la misma procedencia

evolutiva (Nascenteseta/., 2012; Cardozo-Bernal eta/., 2013).
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2. ANTECEDENTES

EI rio Mololoa ubicado en el estado de Nayarit es el principal aftuente del rio

Santiago (CNA, 1994). A 10 largo de su trayectoria por el estado, recibe descargas

de diferentes poblados tales como La Labor y San Cayetano. Sin embargo, la

descargadeaguasresidualesquemasloafectaeslaprovenientedelaciudadde

Tepic,loqueha provocado cambios significativos en la calidad del agua (Jauregui

eta/., 2007). Ademas, los diversos Iixiviados procedentesdel relleno sanitario "EI

Ixtete"provocanunaimportantecontaminacionsobreelcaudal (Mondragoneta/.,

2011)

Estasituacionderiva en una constante presion deseleccionenel medio,locual

favorece la permanencia de los microorganismos que presentan caracteristicas

geneticas de resistencia a metales pesados y antibioticos, que, como se ha

mencionado, se encuentran geneticamente ligadas 0 coexisten dentro de los

integrones (Alonso eta/., 2001; Atencio eta/., 2005). Esdecir,estazonasepuede

visualizarcomo un modele natural de estudioque permiteconocerlasdiferentes

presionesdeseleccionyperpetuaciondecaracteristicasderesistencia.

En el laboratorio de Resistencia Bacteriana de la UACQByF de la UAN, se han

trabajadomuestrasdeagua provenientesdel rio Mololoa yse hanidentificadoen

elias la presencia de bacterias de importancia medica y veterinaria como

Enterococcus faecalis, Klebsiella pneumoniae, K. oxytoca, Enterobactercloacae,

Pseudomonasaeruginosa,entreotrasespecies(Mondragonetal., 2011).

Enel2013, Gutierrez-Meza reportola presencia de los genes devirulencia asa1y

gel1 en 15 cepas aisladasde 3 sitios distintosen la periferia del rio Mololoa. Asi

mismo, hasidoposibleidentificarenestosaisladosresistenciaametalespesados

como el mercurio, arsenico, cromo y cadmio, y se ha comprobado que existe

capacidad de transferencia de informacion por conjugacion (Mondragon et al.,

2012). Por 10 anterior, se representa un riesgo potencial de diseminacion y

perpetuacion de las caracteristicasfenotipicas ygenotipicasmencionadas.
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La presencia de genes detoxificadores de arsenico (arsA, arsB y arsC) en

bacteriasnativasarsenato-reductoras,permitehipotetizarsobrelapermanenciade

estacaracteristica genotipica como un mecanismoderesistenciaenelambiente

microbiano que posteriormente podria ser considerado en la detoxificaci6n del

arsenico mediante procesos de biorremediaci6n. Ademas la confirmaci6n de una

posiblerelaci6n clonal entre estos aislados nos permitiria determinarelnumerode

clones circulantes, la ruta y el patr6n de distribuci6n en el ambiente. Estos

resultadospermitirian laimplementaci6n de nuevos programas que contribuyanal

controlyprevenci6ndeunposiblebrotedeinfecci6nprovocadoporbacterias

pat6genasresistentesaarsenico.
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3. HIPOTESIS

Las proleobacleriasresislenlesaarsenicoprovenienlesdel rio Moioloapresenlan

relaci6nclonal.
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4. OBJETIVO GENERAL

Genotipificaci6n de proteobacterias resistentes a arsenico provenientes del rio

Mololoa.

4.10bjetivosespecificos

• Determinarlaconcentraci6n minima inhibitoria de arsenatoyarsenito

enlacolecci6ndeproteobacterias.

• Identificar la presencia de los genes del operon ars (arsA, arsB y

arsC).

• Establecer las huellas digitales de los cromosomas de

proteobacterias mediante perfiles cromosomicos producidos por

electroforesisdecampospulsados(PFGE).



(jtmOttpfJU;acilm ae ProteoDtu:terfas 1tesistentes a .Jtrsenu:o
:Materiali!sy:Metotfos

5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Cepasycondicionesdecultivo

En este estudio, se trabaj6 con 45 cepas de proteobacterias con un perfil de

resistenda inicial de 20 mM para arsenato. Estos aislados fueron obtenidos en

investigaciones previas realizadas en ellaboratoriode Resistencia Bacteriana de

la Unidad Academica de Ciencias Quimico Biol6gicas y Farmaceuticas de la

Universidad Aut6noma de Nayarit. Las cepas de estudio pertenecen a una

colecci6nde300aisladosobtenidosentrespuntosdistintosenla periferia del rio

Mololoa,Elsilio 1 correspondientealoslixiviadosderesiduoss61idosmunicipales

(Lx) localizadosa21°33'05,33"latitudnortey104°53'30.65"delatitudoeste,el

sitio 2 (R) a 21°32'47,13" de latitud norte y 104°53'36.35" de latitud oeste,

correspondienteaun riachuelo que escurreen la ladera del basurero,elsitio3

(AN) a 21° 32'48.23" de lalilud norte y 104°53'43,04" de lalitud oeste, el cual

corresponde a las aguas negras que se descargan directamente sobre el rio,

como seobservaen lafigura9.

Figura 9. Localizacl6n de los tres sitio de muestreo, Lx= Lixiviado deresiduoss61idos
municipales; AN= Aguas negras; R= Riachuelo; PTAR= Planla de lratamienlo de aguas
residuales (Tomadoymodificadode Quintero-Castaneda, 2014),
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En estudios previos se report6 la identificaci6n realizada por el sistema
automatizado de MicroScan~ (Tabla 3) y los perfiles de resistencia antimicrobiana
de los 45 aislados (Mondrag6n etal., 2011).

Tabla 3. Caracteristicas de los diferentes aislados obtenidos en la zona
contaminada del rio Mololoa

No. de la NO.de la
cep. cep.

Kleb-1 Klebsiellaspp. En-4

Klebsiellaspp Enlerobactersp

KJebsiellapneumoniae Enlerobactersp

Klebsiellapneumoniae Enlerobaclersp

Klebsiellaspp. Enlerobactersp.

Klebsiellaspp Achromobaclersp

Klebsiellaoxytoca

Klebsiellapneumoniae

Klebsiellapneumoniae Achromobaclersp

Klebsiellapneumoniae Achromobaclersp

Escherichiasp Achromobaclersp

Escherichiasp

Eschenchiasp

Escherichiasp. Cilrobaclersp.

Escherichiasp

Escherichiasp.

Escherichlasp

Yokenellaregenburgei

Enterobactersp

Enlerobactersp.

L'= Lugar de alslamlenta. R= Rlachuela, AN- Aguas Negras, Lx= LlXlvlada de reslduas s611das
municipales

5.2 Concentraci6n minima inhibitoria (CMI)

Para determinar la eMI se utilizaron las sales de arsenico de Na2HAsO. para AsV
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en las concentraciones 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 600 mM y NaAs02

paraAsllly3,5, 7,12, Y 15mM,todasenagarbacteriologico;ademasseincluyo

una placa control sin arsenico. Las placas se incubaron a 37°C durante toda la

noche. La concentracion minima inhibitoria (CMI) se determino a partir de la mayor

concentraciondelagenteselectivoenlacualseinhibioelcrecimiento(Mondragon

etal., 2011). Como control de sensibilidad se usa la cepa de E. coli J-53 (Pro",

Met y Rif, AsllI', AsV', Sb') donada por laboratorio de Resistencia Bacteriana del

Instituto Nacional de Salud Publica (INSP).

5.3 Obtencion del ADN genomico

Se lIevo a cabo de acuerdo a la metodologia modificada de choque termico

planteada en el manual titulado "Shorts Protocols in Molecular Biology" (Sambrook

et al.,1989). Un tubo eppendorf can 100 ~L de agua destilada esteril se inocula

can una asada de la cepa problema, posteriormente se Ilevo a temperatura de

ebullicion durante 10 min. Altermin6 de este lapse se sometio el tubo con la

muestra a -20°C durante 10 min; se repitieron los dos ultimos pasos y

posteriormente se centritug6 a 3500 rpm durante 1 min. Por ultimo se realizo una

diluci6n 10"' delsobrenadanteyseguard6a-4°C

5.4ldentiticaciondelosgenesars

Se identifico la presencia de los genes arsABC por la tecnica de PCR (Reaccion

en cadena de la polimerasa), se utilizaron los 0ligonucle6tidos especificos

descritosenla tabla 3 (SaltikovyOlson, 2002).

Para la amplificacion de los genes ars (ABC) se utilizo por mezcla de reacci6n un

volumen total de 25 ~L. Se empleo 2 ~L de ADN molde, buffer 1X [10 mM Tris-HCI

(pH 8.3)] (Invitrogen®), 200 ~M desoxinucleotidos tritostato (dNTPs) (Invitrogen®),

2 mM MgCI2 (Invitrogen®), 25 pmol/~L de cada oligonucleotido (Invitrogen®),

(Tabla 4) y 1 U de Taq polimerasa (Invitrogen®). Los produc1os de PCR se

separaronenungeldeagarosaal1 %a90Vpor60min,severific6eltamanodel
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ADN amplificado con el marcador de tamano molecular 1 kb ADN Ladder (Gene

Craft) (Saltikovy Olson, 2002)

Tabla4,Condicionespararealizariaidentificaciondelosdeterminantesgen,Wcos
arsA, arsByarsCporlatecnica de PCR

Ollgos Secuenciade
oligonucleotidos

(5'-3')

94°C/5min
94°C/30seg
58°C/30seg

7i~~~7~~~g
Durante 32ciclos

Tamario
pb

Seg=Segundos;min=Minulos;pb=Paresdebases.

5,5 Aislamiento de plasmidos

Con la finalidad de conocer la presencia de plasmidos en nuestras cepas se

realiza la extraccian del ADN plasmidico por el metoda de Iisis alcalina descrito par

Kieser (Kieser, 1984). Las cepas sesembraron en 3 mL caldo Luria-Bertani (LB)y

se incubaron (Incubadora con agitacian Environ 0303-1828) a 37 °C con agitacian

durantetoda la noche. Los cultivos secentrifugaron (Centrifuga marca Eppendorf

5452XJ043219)a 3,500 rpm durante 4 min, el sedimento se resuspendia en 400

~L de solucian I (Sacarosa 0.3 M, EDTA 25 mM, Tris 25 mM pH 8.0), se mezcla

con ayuda del vortex (Gene 2400624). Se adicionaron 100 ~L de lisozima (10

mg/mL), se incuba en hielo 30 min. Posteriormente, se adicionaron 250 ~L de la
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soluci6n II (NaOH 0.3 M, SDS al 1 %), se homogeneiz6 y se incub6 en

Termobloque (Labnet) a 55 ·C durante 30 min. EI ADN se extrajo con 80 ~L de

fenol-cloroformo, se centrifug6 durante 20 min a 4 ·C. EI patr6n plasmidico se

corri6en un gel de agarosa al 0.8 % ter'iidocon bromuro de etidioen una camara

de electroforesis (Thermo Scientific 240616) a 90V por3horas, el gel seobserv6

bajo luz ultravioleta (Trasluminador BENCHOTOP UV 011810-001). Como

marcadores de peso molecular se utilizaron los siguientes plasmidos R6K (40 kb),

RP4 (54 kb), RI (94 kb) Y la SHV-4 (275 kb) donados por laboratorio de

Resistencia Bacteriana del Instituto Nacional de Salud Publica (INSP)

5.6Electroforesisporcampos Pulsados (PFGE)

Para la determinaci6n del patr6n de restricci6n mediante PFGE, se utiliz6 el

metoda descrito en PulseNet (www.pulsenetinternational.org), de acuerdo al

protocoloque se describe en los siguientes parrafos.

5.6.1 Formaci6ndebloquesdeagarosaparaPFGE

Se inocul6 una asada del cultivo seleccionado en un tubo con 4 mLdecaldo Luria

Bertaniyseincub6de14-18horasa37'Cconagitaci6nde 150 rpm. Despuesdel

tiempo de incubaci6n se centrifug6toda la muestra a 13 000 rpm por2 min en

tubes eppendorfde 1.5 mL previamente etiquetados con el numero de cepa. Se

recuper6 el precipitado y se procedi6 a resuspender con 500 ~L de buffer de

suspensi6n celular (CSB) (100 mM Tris-HCI, 100 mM EDTA, pH 8.0) para efectuar

loslavados. Una vez homogeneizada la muestra, secentrifug6el tuboeppendorfa

1300rpmpor2 min,setir61asoluci6n yseus6nuevamenteel pelletbacteriano.

Este lavado se realiz6 3 veces. Se resuspendi6 el precipitado en 200 ~L de Buffer

CSB frio. Se determin6 la absorbancia D0620nm de cada uno de los cultivos de la

siguienteforma·

a. Se coloc6 en celdas de plastico 1 mL de buffer CSB y 5 ~L de cada

cultivobacteriano
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b. Posteriormente en una placa para ELISA, se coloco en cada pozo

200 III de la preparacion de la celda de plastico; se dejo el primer

pozo solo con el bufferCSB como blanco.

c. la lectura optica se realizo de manera automatizada mediante el

programaMagelian4.

Una vez obtenida la lectura se hace un ajuste para que la dens/dad optica (DO)

finalseadeO.5,pormediodelasiguienteformula

Volumen en IJL de buffer CSB frio =Lectura DO x 40 x 210 -210

Seagregoelvolumen calculadoa cada tuboeppendorfparatenerel ajustefinal

de 0.5 D062onm. Se realizo un nuevo ajuste de D0620nm de 1.45, para 10 cual en un

tubo eppendorf se agregaron 105 III de la suspensi6n de 0.5 D0620nm y 195 III

del buffer CSB frio. Posteriormente se agregaron 15 III de Proteinasa K (20

mg/ml) (Macherey-Nagel) y se incub6 a 50 'C en bane maria. Durante esta

incubaci6n secoloc6cinta transparente porabajoa losmoldes para los bloques

de agarosa y se etiquetaron para cada cepa bacteriana. Posteriormente, se

colocaron sobre un vidrio y fueron irradiarlos con luz UV por 2 minutos. Se

agregaron 300 III de la suspensi6n 1.45 D0620nma los tubos eppendorfy 300 III

de agarosa SeaKem Gold (lonza) con 1 % de SDS a 50 'C. Se verti6

inmediatamenteesta mezcla en los pozos de los bloquesde agarosa con ayuda

de la micropipeta yse evit61a formaci6n de burbujas a la hora del vaciado. Se

prepararon 5 bloquesde agarosa porcada mezclade suspensi6n bacteriana, se

dej6gelificarenrefrigeraci6n(4'C)por5minutos

5.6.2 Lisiscelular ydesproteinizaci6n de los bloques de agarosa

Se vertieron los 5 bloques de agarosa en un tubo Falcon de 50 ml previamente

etiquetados con el numero de cepa. Para sacar los bloques se retir61a cinta

colocadaen la parte inferior de los moldesyse empujaron porarriba para ser

sacados sin danos. Se agregaron 5 ml de Buffer de !isis (50 mM Tris-HCI, 50 mM

EDTA, pH 8.0 + 1 % N-Sarcosil) y 25 III de Proteinasa K (20 mg/ml), se
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incubaron a 50·Cen bario maria durante 24 h. Una vez transcurridas las 24 h de

Iisiscelular, serealizaunasegundadesproteinizaci6n porloque nuevamentese

adicion6bufferdelisisfrescoyseincub6enelbariomariaa50·Ctodalanoche.

5.6.3 Lavadosde los bloques deagarosa

Se desech61a segunda solucian dedesproteinizaci6n con ayuda de una gasa. Se

adicionaron en eltubo Falcon 50 mL de buffer TE a 50·C y se coloc6 en el

agilador basculante a una velocidad de 5 rpm poruna hora. Transcurrida la hora

delavado sevacioel bufferTE con ayuda de unagasa y se repitieron los lavados

por seis ocasiones mas. Se decant6 el ultimo lavado y se adicionaron 30 mL de

buffer TE, se almacenaron en refrigeraci6n a 4 ·C hasta que se coloc6 la

restricci6ndel DNA

5.6.4 Restricci6n del DNA bacteriano en los bloques de agarosa con
laenzimade restricci6nXbal

Seetiquetarontuboseppendorfde 1.5 mL can el numerodel cultivo; seutilizaron

11 cepas en cada corrida de gel, asi como 4 cepas control de Salmonella

braenderup H9812 (ATCC® BAA-664 TM). Can ayuda de un asa se removi6 el

bloque de agarosa del tuba Falcon y se coloca en un portaobjeto previamente

desinfectadoconetanolal 70%. Secort61/4del bloque de agarosa con ayuda de

un cubre objetos y se coloca en el tuba Eppendorf. Una vez Que se tuvieron los

bloques de agarosa cortados se prepar6 una diluci6n 1:10 del buffer H lOX (500

mM Tris-HCI pH 7.5, 100 mM MgCI2. 10 mM Dithiothreitol (OTT) y 1M NaCI)

(Invitrogen)deacuerdoa la tabla 5.

Tabla 5. Proporci6n de bufferHen funci6n del numero de bloques deagarosa



Ge:rwtiJ1ijUacitYn tfe Proteo6acterias ~sistentes a :Jlrsenico
:Materialesy:Metoaos

Se adicionaron 100 III de la soluci6n buffer H 1X a cada tuba eppendorf de tal

manera que 1/4 del bloque de agarosa quedara cubierto. Posteriormente se

incubaron lostubos eppendorfcon las 11 cepas problema y los4 controles de S

branderup H9812 en un bane maria a 37 'C por minimo 30 min. Despues de la

incubaci6n, sedesech6el bufferynuevamenteseprepar6el bufferH ensoluci6n

1X con la enzima de restricci6n Xbal (Roche) que reconoce la secuencia

(5'PCTAGA3') (Invitrogen) (Tabla 6).

Tabla 6, Proporcian de buffer Hy enzima de reslriccian en funcian al bloque de
agarosaaulilizar

Se agregaron 100 III de la soluci6n del buffer H con la enzima a cada tubo

Eppendorf,detal maneraqueel 1/4 del bloquedeagarosaquedaracubiertoyse

incub6en bano Maria a 37'Cdurante24h.

5,6,5 Elaboraciandel gel de agarosa

Se prepararon 100 ml de agarosa SeaKem Gold al 1 % en un frasco con rosca

previamente esteril y se caloc6 en un bane maria a 54 'C para evitar su

gelificaci6n. Una vez que se tuvo la agarosa fundida se sacaron los tubos

eppendorfdel banomariayseremovi6el buffer con enzima derestricci6n de los

tubos. Se arm6 y equilibr6 el molde para la camara de electroforesis,

posteriormentese colocaron los bloques deagarosa en la punta de cada diente

del peine. los bloques control de S. braenderup H9812 se colocaron en los

dientes1,5, 10y15 unavezquesesituaron los 15 bloquesdeagarosaseretir6

elsobrantedebufferderestricci6nconayudadeunpapelfiltro.Se coloc6el peine

en posici6n vertical sobre el molde de gel y se corrobor6 que los bloques de

agarosa estuvieran en su posici6n yquedaran pegados a la base del molde. Con
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ayuda de una micropipeta seagreg6agarosa sobre los bloques de tal forma que

se quedaran pegados al peine. Se dej6 gelificar por 15 min la agarosa.

Posteriormenteseagreg6cuidadosamentelaagarosarestanteenelmoldedelgel

ysedej6gelificarpor30 min, seguard6 unvolumen pequeno deagarosa(1 a3

mL) para sellarposteriormente los pozos que dej6 el peine. Seequi libr61acamara

deelectroforesis para campos pulsados,seanadi6a la camara de 2,200mL del

buffer TBE 0.5 X, Y se coloc6 el gel en el marco de la camara para comenzar con

laelectroforesis.

5.6.6Condicionesdelaelectroforesis porPFGE

Para lIevaracabo la electroforesis de campos pulsadosseutiliz6 el equipoCHEF

MAPPER (Bio-Rad) con las siguientes condiciones (Tabla 7).

Una vez transcurridas las 18 h de electroforesis, se tiM el gel en 200 mL de TE

con bromuro de etidio (1 Ilg/mL) durante 30 minutos, posteriormente se tom6 la

fotografia con el programa de KODAK y se guard6 en formate TIF. Para el analisis

de la foto de los geles se utiliz6 el programa BioNumerics versi6n 6.0
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6. RESULTADOS Y D1SCUSION

Se trabajaron 45 aislamientos ambientalesde los cuales el 26.7 % provino del sitio

Aguas Negras, 46.7 % de Iixiviados de residuos s61idos municipales y el 26.7 % de

Riachuelo. En cuantoa la c1asificaci6n porgenero, el masfrecuente perteneci6 a

Klebsiellaspp.,conun28.9%yel menorconun 2.2 % perteneci6 a losgeneros

Pseudomona sp., Yokenella sp., y Kluyvera sp., como se mueslra en la figura 10.

Figura 10. Frecuencia porcentual de aislados ambientales. Pseudomona sp.,
Yokenella sp., Kluyvera sp., Citrobacter sp., Yersinia sp., Escherichia sp., Enterobacter
spp.,Achromobactersp.,yKlebsiellaspp

laelevadafrecuenciadeaislamientode Klebsiellaspp, puededeberseaquees

un generobacteriano que estil presenle de forma natural en ambientesacuaticos.

Ademas, son excretados en las heces de humanos porlo que sedelectan con

facilidaden aguascontaminadasporaguasresiduales (Chiroles-Rubalcabaetal.,

2007; Echeverri-Toro y Catano-Correa, 2010). Sin embargo, aunque es una

generoubicuonosiempreestapresenteenambienlescontaminadosporarsenico

y esto 10 podemos observar en 10 reportado en 2007 por Rokbani-Achour y

colaboradores, quienes lrabajaron con 41 aislados ambientales resislentes a

arsenicoenloscualesnoestuvopresenteKlebsiellaperosielgenero Escherichia.

Porolraparte, se ha demoslrado que dentro de las especies del genero Klebsiella,
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K. pneumoniae, esde las mas frecuentes en ambientesacuaticos (Podschun et

al., 2001)yalm son capaces de expresar mecanismos de virulencia tanto como

lasaisladasdenosocomios.

Apartirdeambientesacuaticossehanaisladoalgunasclonasde K.pneumoniae

que contienen plasmidos con genes de resistencia a antibi6ticos como

carbapenemicos, ~ -Iactamicos, aminoglic6sidos, quinolonas, sulfonamidas, entre

otros. Lo anterior es particularmente interesante, ya que la informaci6n de

resislencia se localiz6 denlro de un transpos6n semejante a Tn3 (Zurfluh el al.,

2014),10 que pod ria sugerir la posible presencia de olros determinantes de

resistencia, por ejemplo aMP, ademas de su dispersi6n por transferencia

horizontal. En consecuencia, cabria la posibilidad de que algunas de las clonas

con estas caracteristicas, jugaran unpapel de reservoriosnaturalesdinamicosen

la transferencia de informaci6n, ademas de putativos candidatos seleccionados

porlapresi6ndeagentescomoantibi6ticosymetalespesados.Aunmas,aislados

clonales de K. pneumoniae han mostrado su alta capacidad de dispersi6n y

permanencia, ya que ha sidoposibleidentificarlamismaclonalidad encepasde

Korea,ltaliayEstados Unidos(Leeetal., 2014)

6.2Concentraci6nminimainhibitoriadelasproteobacterias

Lafigura 11A, indica la frecuencia porcentualde los distintos generos bacterianos

alaconcentraci6nmfnimainhibitoriaaarsenito,deltotaldelas45proteobacterias

analizadas. EI 8.9 %(4 de45)fueron sensiblesa lasconcentracionesutilizadasen

el ensayo, ya que no existi6 crecimiento. La GMI para la mayoria de las cepas

(46.7 %) fue de 12 mM y solo el 6.7 % present6 una GMI de 15 mM. Estos

resultados son muysimilares a 10 informado porOrdof'iez eta/., 2005ya que la

GMI de mayor prevalencia para Aslli fue de 12 mM. En comparaci6n Branco et

al., 2008, sef'ialan una GMI de 50 mM para Asill muy superior a 10 reportado en

estetrabajo.
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Figura 11. Frecuencia porcentual de los aisladossegun la concentracion minima

inhibitoria. (A) Concentraci6n minima inhibitoria para arsenito. (B). Concentraci6n

minima inhibitoria para arsenato.

Esta variabilidad en la CMI puede ser debida a la COncentraci6n de arsenico

presenteenellugardeaislamienlo,eslolopodemosobservarenloinformadopor

Liao etal., 2011, quienes lrabajaron principalmenle COn gammaproleobaclerias

provenienlesde Un lago en Taiwan que presenla Unaconcenlraci6n dearsemico

enlre 0.3 a 0.78 mg/L,ydefinencomoresislenciaaAsalascepas que crecenen

presencia de As1l1 2 mM, Ademas, reportan Una CMI de 5 mM, eslos valores

difieren a 10 informado en eslelrabajo, ya que sereporta como resistenle a las

cepas que crecen a partir de Asl1l3 mM hasla 15 mM. En el caso de la ZOna de

esludio, Zambrano-Cardenas y colaboradores (2011) reportaron que la

cOncenlraci6n promediodearsenicoenel maleriallerrlgeno de la cuenca del rfo

Mololoa fue de 10.8 mg/L, muy superior al cOnlenido promedio de la corteza

conlinenlal(1.8 mg/L). Eslaelevada COncentracionde arsenicoenel medio nOS

proporciona Una posibleexplicaciona lasdislinlasCMI,ya que UnaCOncenlraciOn

elevada del cOnlaminanle se podria relacionar COn la presencia de Un mayor

numero de genes involucrados en laresislenciaal melal (Fernandezetal., 2014),

en Un elevado numero de operones presenles en mullicopias denlro de Un

plasmido(Maciaszczyketal.,2012)oen la presencia de promoloresfuertesque

permilen Una alIa expresi6n del operOn (Ord6iiezetal., 2005).
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Sin embargo, existen evidencias de la presencia de bactenas resistentes a

metales pesados, en ausencia del contaminante ambiental (Karbasizaed etal.,

2004). Lo anterior suele ser frecuente en aislados nosocomiales, los cuales

conservan los genes de resistencia a diversos metales pesados, ya que suelen

encontrarse insertos en transposones 0 flanqueados porsecuenciasdeinserci6n,

los que ademas conlienen genes de resistencia aantibi6ticos(Garcia-Fernandez

etal., 2012). Porotraparte, nuestrosaislados, tambien han mostradoresistenciaa

otros metales pesados como Cd, Te, Cr, Zn, Co (Segura-Bransford, 2010; Celis

Lim6n, 2013; G6mez, 2008). No obstante, la presencia de todos estos metaies no

hasidodeterminadaenlazona.

Enel2006Mateosycol.,reportaronunaelevadaresistenciaaarsenito (60mM) y

arsenato (400 mM) en la cepa Corynebacterium glutamicum debido a la presencia

dedosoperonesars. Porsuparte,en2011 Mellado etal., relaclon61afrecuencia

de aparici6n de los genes arsABC con distintas concentraciones de arsenico

presente en los sedimentos de cuatro diferentes sectoresdel rio Camarones en

Chile. Aunque en los cuatro sectores existi6 resistencia al metaloide y presencia

de alguno de los genes ars, fue la zona mas contaminada con As (1.3 mg/L) la

que presento la CMI mas elevada (>100 mM para AsV y >20 mM para AsllI) y

presentaron los tres genes del oper6n ars en el 71.4 % (5-7) de las cepas

provenientes de este lugar. Lo que indica una posible relaci6n entre la

concentraci6n del ambiente con la expresi6n de los genesars 10 que Ie permite a

estasbacteriassobreviVirendichoambiente.

En figura 11B, se indica la frecuencia porcentual que presentaron las 45

proteobacterias segun la eMI de a arsenato. Se puede observarque soloel15.6

% (7 de 45)fue sensible a lasconcentraciones utilizadasen el ensayo. La CMI

para la mayoria de las cepas (26.7 %) fue de 500 mM y solo una (2.2 %)

perteneciente al genero Klebsiella spp. present6 una CMI de 600 mM. Estos

resultados se asemejan a 10 infarmado por Rokbani-Achour et al., 2010 y Ordones

et al., 2005, ya que la CMI para AsV que determinaron fluctu6 entre 400 y 500
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mM, a diferencia de 10 reportado por Branco et al., 2008, quien manej6 una CMI

de200mMmuyinferioraloobtenidoenestetrabajo.

De acuerdo a los resultados de Yang et al., 2013. se propone que la alta

resistenciaaarsenatopuedeserdebidaalapresenciadegenesparatres

arsenato reductoras (arsC1, arsC2 y arsC3) y para tres transportadores

transmembranales de arsenito (arsB1, arsB2 y arsB3). estos genes fueron

encontrados dentro del mismo genoma en una cepa de Ochrobactrum (CDB2)

aisladadeunazonacontaminada porarsenicoen South Wales. Australia.

Porultimo.la magnitud de resistencia a MP. eselreflejode laconcentraci6nde

los MP presenlesen lazonay!ode lapresencia de plalaformas geneticas como

los transposones. que permiten su permanencia dentro de la poblaci6n. Por 10

anterior. la presencia de bacteriasresistentesa cierto MP. noesindicativodela

presencia dedicho metal enel ambiente. Deigualforma.sedebeenfalizarqueel

riesgo potencial de la dispersi6n de dichas caraclerlsticas debe serevaluadoen

cuantoadescribirlanaturalezadesucontextogenetico.estoes:siseencuentran

formado parte de plataformas geneticas m6viles. con 10 cual el riesgo de

dispersi6nypermanencia en las poblacionesbactenanas. seincrementa. Deigual

forma. se debeconsiderarquegeneralmenteviajan dentrode eslas plataformas

geneticas.genesderesistenciaaanlibi6ticos.Ademas. sehareportadogenesde

viruJencia a nivel plasmidico (Villa et al., 2010; McCarthy y Lindsay. 2012). Lo

antenor.tendriasenasrepercusionesensaludpublicadebidoaquetalplasticidad

en los genomas bacterianos por el intercambio genetico horizontal facilila la

aparici6n de nuevos pat6genos (Rasko etal., 2011)

6.3 Determinaci6n del perfil plasmidico

La extracci6n plasmidica revel6 que el 88.9 % (40 de 45) de los aislados

presentaron al menos un plasmido (Tabla 9-13). EI lamano determinado del

plasmido mas pequeno fue de 49 kb Y el de mayor tamano fue de 513 kb. Sin

embargo. seobserv6 la presencia de plasmidosque no fueron reportadoseneste
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trabajo debido a que se presentaron muy pordebajo del ultimo marcadordepeso

molecular (40 kb). Estos plasmidos probablemente estaban en forma

superenrrollada 10 queles permiti6avanzarmas rapidamenteenlaelectroforesis

comparado con el avance que tiene la estructura plasmidica relajada (Ausina y

Moreno, 2006).

Lapresenciadeestasestructurasgeneticashasidoreportadatantoenbacterias

de origen nosocomial como ambiental, su importancia radica en que pueden ser

conjugativos y realizar transferencia horizontal entre las bacterias, 10 que

promueve la diseminaci6n de un gran numero de genes de resistencia que Ie

pueden permitir a los microorganismos sobrevivir en ambientes adversos. La

transferenciapuedeproducirseentrecelulasdeespeciesy/ogenerosdiferentes,y

capacitaalacelulareceptoradefuncionesqueinicialmentenoestabanpresentes,

tales como la resistencia a multiples antibi6ticos y a metales pesados (Huang et

a/., 2012; Atencio etal., 2005).

Existen evidencias de que algunos plasmidos que han sido aislados de K.

pneumoniae de origen nosocomial, presentan ademas de genes de resistencia a

13-lactamicos, operonesy genes de resistencia a metales como mercurio, plata,

cromo y arsenico los cuales se han localizado flanqueados por secuencias de

inserci6n (Garcia-Fernandez et a/., 2012). Entre los plasmidos que han side

citadoscon relevancia en resistenciaantimicrobiana, seencuentra un plasmidode

220 kb con tamano semejante al que se determin6 en la cepa Kleb10 (Tabla 9)

(Sandegren et al., 2012). Incluso, ha side posible determinar la presencia de

transposones y similitud en el contexte de los genes transportados a traves de

estas plataformas geneticasdentro de plasmidosconjugativos en especiescomo

K. pneumoniaeyE. coli. Loanterior, subraya la importancia de estos elementos

extracromosomalescomovehiculosdedispersi6ndeinformaci6n pertinenteante

la presi6nselectivaqueejerceel ambiente (Chen etal., 2014).
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De igual forma, si bien desconocemos la informacion genetica de los plasmidos

que contienen nuestros aislados, sabemos que muchos de ellos presentaron

resistencia a diversos antibi6ticos y al menos dos de estos aislados fueron

capaces de transferir la resistencia par conjugaci6n a Asill y AsV ala cepa

sensible de E. co1iJ-53 (Mondragon etal., 2012). La importancia y repercusi6n

potencial de la transferencia horizontal (TH) de la informacion genetica, se puede

apreciar de forma preliminar al menos en dos resultados iniciales que se han

obtenidoenotrosaisladosdelazonadeestudiosedeterminolapresenciadelos

genes de virulencia de Enterococcus faecalis asa1, gelE y esp, en uno de los

aislados de E. cloacae (Gutierrez-Meza, 2013) y se determin6 la presencia de

genes de virulencia de E. coli papD y neuC en la cepa En-1 (Tabla 12). Lo

anterior, abre nuevas interrogantes que apuntan hacia labusqueda deplataformas

geneticas y mecanismos de dispersi6n que den cuenta de la TH que ocurre de

forma dinamica en la zona de estudio. EI hecho de que nuestros aislados

presenten una gran variedad detamanos plasmidicos, ademas de los hallazgos

mencionados, permiten plantearselahipotesisinicial presuntivade que son estos

elementos extracromosomales, los vehiculos por medio de los cuales la

informaci6ngeneticaidentificadaenesteestudio,sedispersaentrelamicrobriota

autoctona.

6.4 Identificaci6nde los genes arsA,arsByarsC

A las 45 proteobacterias (Tabla 3), se les realizaron ensayos de peR con los

0ligonucle6tidos especificos para los genes arsA, arsByarsC, para identificarla

presenciadelosgenesdeloperonars.Enlatabla8sedescribelafrecuencia

porcentual del operon arsquesepresentoencada uno de los nueve generos

analizadosenesteestudio
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Tabla8.Frecuenciaporcentualdeloperonarsenlosgenerosambientales

Gendel
operon (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)

o 0 0

Ec= Eschenchla sp, Kfeb= Klebsiella; En= Enterobacter; Kc= Kluyvera, Ac= Achromobacter y Ye
Yersimaenterocofittca;Ps=Pseudomonasp;Kc=Kfuyverasp

Solo el genero Pseudomona sp. no presenlo ningun gen del operon ars y por el

conlrario en Escherichia se encontraron los tres genes ars. De acuerdo al

resulladooblenido, solo un aislado(2.2 %)de las 45 cepas presenloel gen arsA

(Figura 12). Se debe seiialar que setrala de una E. coli que lambien presento a

arsByarsC.

Este resultado es muy similar a 10 informado por Sunila-Lakshmi ef al., 2012,

quienes seiialan el genolipo arsA en 3 de 44 cepas resislenles a arsenico,

probablemenleesloseadebidoaquela bomba de expulsion ArsB puedeobtener

laenergiamedianleun procesoquimiosmolico, porlocual, noesfundamenlalla

presencia de la ATPasa ArsA (Mukhopadhyay ef al., 2002; Cervanles ef al., 2006).

Figura 12. Gel de agarosa (1%)utilizadopara la separaci6n del productode PCRdelgen
arsA(189pb).carril1:MP1 kbDNALadder;2,cepa Ec-1;3,control(-).

Cabe mencionar que los oligonucleolidos seleccionados incluye una region del

gen arsA quecodifica uno de lostresresiduosdecislelna que forman el sillode

union al Aslli denlro de la prole ina ArsA, eslacaraclerislicaloshaceidoneospara

laidenlificaciondeArsAenlasenlerobaclerias(SaltikovyOlson,2002).

Para la expresion de ArsB fueron posilivos el 86.7 % (39 de 45) de las

proleobaclerias(Figura 13A). Esla proleinalebrindaadichasbacleriasresislencia



rgenotiyificaciOn cCe Proteo6acterias 'Resistentes a .7trsenico
'ResuftadCsyViscusWn

a AslIl, ya que Ie permite expulsarlo del citoplasma celular (Rosen, 2002). En el

caso de las cepas resistentes que no presentaron arsB, la resistencia a arsenito

puede estarconferida poria presencia delaenzima redox arsenito oxidasa que

oxida el Aslli a AsV, y que ha sido reportada tanto en bacterias heterotrofas,

quimioheterotrofas y quimiolitotroficas (Pacheco-Gonzalez et a/., 2013) a a la

presencia de la bomba de expulsion Acr3 (Rokbani-Achour et al., 2007; Aaltonen y

Silow,200B; Nakajimaetal., 2013).

De acuerdo a la secuenciacion del genoma de microorganismos se informo que la

proteina transportadora de Aslli denominado Acr3 se encuentra en miembros del

generobacteria, arquea yhongosloquesugiere que Acr3 predomina sabre ArsB,

mismaque, sehaencontradosoloen Bacteria yArquea (Mansouretal., 2007; Fu

etal.,2010;Villadangoetal., 2012; MaciaszGzyketal., 2012).

_ 81_ ....

A B
Figura 13. (A) Gel de agarosa (1 "!o) utilizado para la separaci6n del producto de PCR del
genarsB(219pb). carril1: MP 1 kbADN Ladder;2,cepa En-2;3,cepa En-6;4,cepaEn
7; 5, cepa Kleb-3; 7, cepa En-4; 8 ,cepa Cf-1; 9, cepa Cf-2; control (-). (B) Gel de agarosa
(1%) utilizado para la separaci6n del producto de PCR del gen arsC (370pb). carril1:
MP1 kbADN Ladder;2,cepa En-2; 3,cepa En-6;4,cepa En-7; 5,cepaEn-4;6,cepaEc
1;7, cepaEc-2;8 ,cepaCf-1;9,cepaCf-2; control(-)

De las 45 proteobacterias analizadas en este trabajo solamente 23 (51.1 "!o)

(Figura 13B), presentaron arsC que codifica para la enzima citoplasmatica

arsenatoreductasaloqueexplicalaresistenciaarsenato. Sinembargo,el restode

las cepas resistentespuedetenerla presencia de alguna de las atrasarsenato

reductasa reportadas a nivel plasmidico y cromosomal (Kaur et al., 2009; Rosen,

2002; MessensySilver,2006; Escudero,2009; Bachateetal., 2009). Lareduccion

microbiana de arsenato ha sido reportada en numerosos generos como

Alcaligenes, Escherichia, Pseudomonas, Bacillus, Desulfovibrio, Shewanella

Enterobacter, Thauera, Cyanobacterias y en bacterias reductoras de sulfatos

(Campos et al., 2007). Ademas se ha informado de la existencia de tres familias
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arsenato reductasas en bacterias filogeneticamente diferentes,

proporciona la posibilidad de que la resistencia a AsV sea mediada por una ArsC

que no pertenezca a la familia de las arsenate reductasas dependientes de

glutaredoxina (Grx)yglutati6n(GSH).

6.5 Genotipificaci6n de las proteobacterias porPFGE

La obtend6n de las huellas moleculares de los 45 aislados bacterianos para su

definici6n clonal se IIev6 a cabo mediante la tecnica PFGE. Se utiliz6 la

endonucleasa de restricci6n Xbal ya que estudios previos la senalan como la

adecuada para la caracterizaci6ngenotipica de enterobacterias al producir

patronesde bandasfadlmente interpretables (Ribotetal., 2006; Badri etal., 2009;

Goering, 2010).

Con el objeto de conocer la relaci6n existente entre las cepas estudiadas, los

patrones de PFGE, se analiz6 el numero y el tamano de los fragmentos generados

por la restricci6n enzimatica. Lo anteriorse realize de acuerdo a la interpretaci6n

propuesta porTenoverycolaboradores (1995), loquepermitediscernirentretipos

y subtipos de clonas. De manera que, los aislamientos fueron considerados

identicossitenianel mismopatr6ndebandas. Seasign6a unacepa ungenotipo

diferente,cuandoelpatr6ndebandasdiferiadelrestoenmasdetresbandas. Si

ladiferenciaentreelnumerodebandaseradeunaatresseconsider6un sUbtipo

(Valero-Leal,2012).

Posteriormente se realiz6 un analisis bioinformatico mediante el programa

BioNumerics versi6n 6.0 que analiza los patrones de macrorestriccion. EI primer

pasofuecalcularelcoeficientedesimilitudmedianleelalgoritmeDice que sebasa

en la posici6n de las bandas. Cuando se ha definido la totalidad de bandas

presentes, se determina su presencia/ausencia en cada una de las cepas, esta

comparaci6n de los patronesde restricci6n permiteestablecerlaposiblerelaci6n

genetica entre losaislamientos (Coli etal., 2005). Posteriormenteloselementosde

lamatrizfueronsometidosaanalisisdeagrupamientosporlatecnicadelalgoritmo

de emparejamiento de bandas sin ponderaci6n con base en promedios aritmeticos
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(UPGMA, del ingles y'nweighted f:.air group Method With flrithmetic Averages),

que utiliza un agrupamiento secuencial. La idenUficaci6n yordenamiento de las

reJaciones de manera decreciente con respecto a la similitud permiti6 una

variaci6nde1.5%enlaposici6ndelabanda, 10 que gener6 un dendrograma de

los generos analizados(Figura 14).

Figura 14. Dendrograma derivado del agrupamiento por UPGMA entre los patrones
PFGE de las proteobacterias. Salmonella Branderup H9812 fungi6 como marcadordepeso
molecular. Es= Escherichia sp; Kleb= Klebsiella; En= Enterabac/er; Kc= Kluyvera; Ac=
Achramobac/eryYe=Yersiniaen/erocolltica

Se observ6 una gran variabilidad de patrones de restricci6n debido a que se

trabaj6con distintos generos bacterianos. Sin embargo, se observaron diferentes

clusters los cuales podrfan ser c1onales. Para saberlo se agrup6 y evalu6 de

maneraindependientecadagenero(Tablag-13).
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6.5.1 AmilisisdePFGEparaelgeneroKlebsiellaspp.

ElanalisisdePFGE porBioNumericsversi6n6.0delospatronesderestricci6ndel

genero Klebsiellas spp. (n=13) produjo 10 perfiles de restricci6n de los cuales 3

son gruposde c1onas. Enlatabla9semuestraelperfilderestricci6n obtenidopor

PFGE,ademasdelascaracteristicasfenotipicasygenotipicasdecadacepa

EI primero grupo de c10nas esta integrado por los aislados Kleb-1 y Kieb-2,

presentaronlamismahuellageneticaconunporcentajedesimilitud del patr6nde

bandas del 100 %. Ademas se observa en la tabla 9 que ambas comparten las

mismas caracteristlcas genotipicas y fenotipicas, la unica diferencia es que

provienen de diferentes lugares de aislamiento, 10 que nos indica una posible

movilidad en el ambiente. EI grup02 estaintegrado por Kleb-3yKleb-4, porsu

parte, el grupo 3 10 integra Kleb-5 y Kleb-6, ademas de presentar las mismas

caracteristicas geneticas (Tabla 9) se debe ser'ialar que estes grupos presentaron

plasmidos con el mismo peso molecular a surespectivaclona

Independientea los 3grupos c1onalesformados, Klebsiella spp. presentaronsiete

aislados con su propio patr6n de restricci6n. Este resultado 10 ubic6 como el

generoconmayordiversidadgenetica. Estadiversidadpuedoserocasionadopor

dos hechos geneticos independientes, ya sea inserci6n/deleci6n de ADN 0

perdida/gananciadelugaresderestricci6n (Valero-Leal,2012)

De acuerdoa los resultadosobtenidos para el pesomolecularplasmidico (Tabla 9

13) el genero Klebsiella spp. fue el que present6 mayor diversidad en el peso

molecular de sus plasmidos. Esto nos indica la existencia de plasmido distintos

pero del mismo grupo de incompatibilidad (Taylor y Grant 1977; Funnell, 2005).

No obstante que el analisis PFGE, es la tecnica por excelencia usada para la

determinaci6n de la c1onalidad, en la actualidad para una determinaci6n mas

sensibleencasosdebrotesclinicossehanpropuestoanexarotrosestudios como

el polimorfismo de un solo nucle6tido, plasmidos asociados y MLST (Lee et al.,

2014).
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6.5.2 Analisis de PFGE para el genero Escherichia sp.

En elgenero Eseheriehiase identifiearon tresperfiles de restrieei6n. siendodosde

ellos posiblemente clonales (Tabla 10). EI perfil 11 esta integrado por Es-1, Es-2.

ambas eepas presentaron el mismo patr6n de bandeo con un eoeficiente de

similitud del 100 % 10 que las c1asifiea como relacionadas geneticamente como

clonas. En este mismo perfil se encuentra Es-3, con una similitud de 76.9 % al

perfil 11 porloqueseclasifica como perfil 11Adebidoaque su patr6n de PFGE

difiere en dos bandas del patr6n del perfil 11. Esta diferencia suele deberse a

cambios consistentes con un unico suceso genetico, es decir, una mutaci6n

puntual 0 una inserci6n/deleci6n de ADN. Ademas, se debe senalar que aunque

lastres presentaron la presencia de plasmidos, solo Es-1 yEs-3compartieron un

plasmido de 217 kb. Por 10 tanto la diferencia en tamano de los plasmidos

presentes en Es-1, Es-2 y Es-3, podria explicar la diferencia en el patr6n de

bandeo.

EI perfil 12 10 integra Es-4, Es-S y Es-6, presentan el mismo patr6n de bandeo

(100 %de similitud) 10 que lasclasifica como cepas indistinguibleS,ademastienen

el gen que codifica para la bomba de expulsi6n ArsB, 10 que les permiti6 compartir

la misma eMI ante Asill (Tabla 10). Los dos grupos c10nales encontrados en el

generoEseheriehiasp., provienende aislamientosobtenidosde diferentespuntos

del sitio de estudio como se muestra en el tabla 10. Este resulladode c10nalidad

encontrada a partir de sitios diferentes a nivel ambiental ha side reportada por

Tanaro y col., (2013) quienes encontraron clonalidad en E. eoliobtenidas a partir

de diversas fuentes de agua.

6.5.3 Analisis de PFGE para el genero Citrobacter y Yersinia sp.

Los aislados de Citrobacter y Yersinia estanintegradospordoscepascadaunoy

de acuerdoal resultadoobtenidoporPFGEsolamente Citrobaeterfueclonal pues

comparten entre ellos huella gen6mica con un 100 % de similitud y los genes arsB
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y ArsC, 10 que les permiti6 obtener la misma eMI para arsenato/arsenito (Tabla

11).

6.5.4 Aniilisis de PFGEpara el genero Enterobacterspp.

En el caso del genero Enterobacter la rapida aparici6n y diseminaci6n de sus

especies productoras de carbapenemasas aunado a la resistencia a arsenico,

representa una amenaza considerable para la atenci6n de pacientes

hospitalizadosypara lasalud publica. Porello, se han realizado diversosestudios

con PFGE para determinar la relaci6n genetica y su diseminaci6n en el medio

(Aschbachereta/., 2011; Mondrag6n etal., 2011). Debidoa la importancia a nivel

salud publica de las Enterobacterre5istentesa los carbapenemicos, Hellerycol.,

(2012) analizaron la relaci6n genetica de 33 cepas nosocomiales del genero

Enterobacter, los analisis de PFGE revelaron 3 grupos distinto5, el mayor de los

cuales contenia 18 ai5lados. Este hallazgo pone de manifiesto el riesgo de

propagaci6ndeestosmicroorganismosysuposiblepersistenciaeneltiempo

En este trabajo se analizaron por PFGE ocho aislados del genero Enterobacter

spp. Estefue el genero con menor diversidad genetica ya que se obtuvo como

resultado 50103 perfiles (Tabla 12). EI perfil 17estaintegradoporlosaisladosEn

1, En-2, En-3, En-4 y En-5. Cabe destacarque En-4 y En-5 provienen de puntos

deaislamientodiferentesaldeEn-1,2y3adema5depresentardistintosniveles

de eMI. No obstante todo el perfil 17 fue positive para arsB y arsC ademas de

obtenerun 100 % de similitud deacuerdo al dendrograma obtenido (Figura 14).

Ademas, en 2012 Mondrag6n ycolaboradores reportaron que los plasmidosdela

cepa En-1 yEn-4fueron conjugativos.

Las cepas del perfil 18presentanlasmi5mascaracteristicastanto geneticas como

fenotipica5 10 que las coloca como cepas indi5tinguibles de acuerdo a la

c1asificaci6n de Tenover y col., (1995). Porsu parte el perfil 19 solo 10 present61a

cepaEn-8
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6.5.5 Amilisis de PFGE para el genero Achromobacter sp.

Se analiz6 el perfil de restricci6n de diez aislados de Achromobacter sp. Se

observ6laformaci6ndedosgruposposiblementeclonales. EI perfil 20 10 integra

Ac-1 y Ac-2, las que presentan la misma huella genetica. Sin embargo, Ac-2 no

fue positive para arsC a diferencia de Ac-1. Por su parte Ac-3 y Ac-4 forman el

perfil21,estegrupodeclonaspresentanlasmismascaracteristicas genotipicasy

fenotipicas frente al arsenito y arsenato (Tabla 13). Con base los resultados de

genotipificaci6n y fenotipicaci6n, se puede afirmar que los aislados de genera

Achromobacter seencuentrandespuesdel genero Klebsiella comoel grupocon

mayordiversidadgenetica.

Estadiversidadgenetica podriasuponerqueeselresultadodecambiosgeneticos

asociados a los dos principales mecanismos: las mutaciones en el ADN

codificanteyla adquisici6nde nuevo material genetico principalmente plasmidico

(Kauretal, 2009; Avison yBennett, 2005). Una vez establecido los cambiosen el

genoma, puedeexistirla transferenciade material genetico entre microorganismos

mediante mecanismos de transformaci6n 0 conjugaci6n (Valencia-Cano, 2009).

Porotra parte, se debe setialar que las cepa Ps-1 y Ac-10 fueron "no tipificables"

con la enzima Xbal. Esto pudo deberse a la metilaci6n de los sitios de

reconocimientodeJaenzima. Esteproblemasehapresentadoconotrasenzimas,

por ejemplo, Smal es normalmente la endonucleasa de eJecci6n para el amilisis de

Staphylococcus aureus par PFGE. Sin embargo, Fanoy y colaboradores

reportaron aislamientos de S. aureus "no tipificables" por PFGE debido a la

inactivaci6nde Sma/porlametilaci6ndesusitioderestricci6n(Bens etal., 2006;

Fanoyetal., 2009; Goering,2010).

Finalmente, debe recordarse que la tecnica de PFGE no detecta cambios

puntuales en genes ni permiten la observaci6n detallada de ciertos elementos

geneticos como los plasmidos y transposones capaces de transmitirse entre

microorganismos de la misma 0 de distinta especie (Coil et al., 2005)

Prabablemente, la diversidad genetica se encuentre subestimada, 10 que
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cambiaria posiblemente la proporci6n de representantes de cada genero en los

diferentesgrupos

En concreto, los resultados obtenidos por PFGE, muestran que en la zona de

estudioconvergen las clonas que circulan en la regi6n, ya que como sedemuestra

enlastablas9,10y11,sedetermin61apresenciadelamismaclonalidad en los

aislados, no obstante que los origenes de elias fueron diferentes. Resumiendo,

los aislados del perfil P1 con las cepas Kleb-1, Kleb- 2 (Tabla 9), fueron obtenidos

de R y Lx; los del P11con las cepas Es-1, Es-2, se obtuvieron de AN y R (Tabla

10)yporultimo, los aislados del P17, con lascepasEn1 a En-5, fueronobtenidas

de R y Lx (Tabla 12). Por ende,lo anterior pone de manifiesto que al menos estas

clonas se encuentran circulando en el municipio de Tepic y en residuos

municipales, coincidiendo sutrayectoenlazona deestudio. Estosdatosenfatizan

la importancia de la toma de medidas preventivas por parte del sectorsalud, ya

que como se mencion6, los aislados ademas de presentar relevancia en

virulencia, han demostrado resistencia a antibi6ticos (Mondrag6n et al., 2011;

Mondrag6n et al., 2012). La busqueda de microorganismos con caracteristicas

indicativas de riesgo en salud, ademas de su funci6n como indicadores de

contaminaci6n por MP, queda de manifiesto. Por 10 anterior, sera necesario

continuarconlosestudios paraseleccionaralgunaclona como putativaindicadora

de la presencia de MP en el ambiente, el uso biotecnol6gico de alguno de sus

productos como la protefna ArsB, en biorremediaci6n, asi como la potencialidad

de la TH y porultimo lacapacidadde dispersi6ndel focoinfeccioso en las zonas

de cultivo aledafio, asi como su establecimiento en los cultivos camaronicolasyde

moluscosenlaregi6ndondedesembocaelefluente.
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7. CONCLUSIONES

1. Las praleobaclerias presentan una eMI de hasla 600 mM para AsV y 15

mM para As III. La mayor sensibilidad (15.6 %) se report6 para la forma

inorgimicaAsV.

2. EI2.22%dellolaldelascepaspresenlaronlostresgenesarsABC

3. ElgenarsBfueelquesepresenI6enmayorporcenlaje(86.7 %)denlrade

lasproleobacterias.

4. Se obtuvieron 28 perfiles en PFGE y existi6 c10nalidad en los diversos

generosanalizadosexcepto Yersiniasp.

5. EI genera Klebsiella presenl6 mayor variabilidad genelica, por el contrario

Enterobacter fue el que presenl6 menor diversidad en sus palranes de

6. En la zona del rio Mololoa convergen cepas de Klebsiella spp, E. coli y

Enterobacterspp,quecompartenclonalidadinlraespecifica

7. Los aislados que comparten idenlica c10nalidad se encuentran circuJando

en laciudad de Tepic, en los lixiviadosdel basurero municipal yconvergen

en lazonadel rio Mololoa.

8. La zona de esludio represenla un riesgoa lasalud publica.
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8. PERSPECTIVAS

1. Realizar la caracterizaci6n a nivel proteina del aislado Ec-1, debido a

quefue el unico que present6 el genotipo arsABC.loque la ubica comoel

mejorprospecto para en un futuro utilizarsus enzimas en un procesode

biorremediaci6ndelareacontaminada.
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10.ANEXOS

Clave Nairn. de Clave Nairn. de
cepaenel cepaenel
laboratorio laboratorio

Kleb-1 94 En-4 21
Kleb-2 62 En-5 49
Kleb-3 19 En-6 10
Kleb-4 20 En-7 13
Kleb-5 12 En-8 15
Kleb~ 14 Ac-1 136
Kleb-7 95 Ac-2 162
Kleb~ 97 Ac-3 158
Kleb-9 123 Ac-4 159

Kleb-10 46 Ac-5 8
Kleb-11 81 Ac-6 56
Kleb-12 36 Ac-7 48
Kleb-13 63 Ac-8 149

Ec-1 23 Ac-9 161
Ee-2 30 Ac-10 57
Ec-3 131 Cf-1 84
Ec-4 54 Cf-2 85
Ec-5 152 Ye-1 45
Ec-6 155 Ye-2 47
Ec-7 127 Kc-1 51
En-1 4 Yr-1 53
En-2 5 Ps-1 31
En-3 16

Anexo2.SolucionesutilizadasenElectroforesisde carnpos pulsados (PFGE)

1MTris*HCI,pH8.0

121 g. Trisbase

Disolveren650-700rnLdeaguaultrapura

Adicionar aproximadarnenle 80 rnL de Hel 6N

Permilaquelasoluci6nllequealemperaluraambienle

Hacer ajusle de pH, diluir a 1000 mL con agua ullrapura y esterilizar por
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10N NaOH

400g NaOH

Cuidadosamenle disolver en 800 mLdeagua ullrapura

Permilaguelasoluci6nllegueatemperaturaambienle

Oiluira1000mLconaguauitrapurayeslerilizarporautociave

0.5 M EOTA, pH 8.0

186.1 g. Na2EOTA·2H20

Adicionar 800 mL de agua ullrapura, mezclar y ajustar el pH a 8.0 con

aproximadamente 50 mL de NaOH 10 N.

Buffer Fosfato Salino (PBS), 0.01 M, pH 7.2-7.4.

137mM NaCI-8g.

2.7 mM KCI- 0.2 g.

10 mM Na2HP04- 0.24 g.

Oisolver en aproximadamente en 800 mL de agua ultrapura, mezclar y

ajustar el pH a 7.2-7.4 con HCI. Llevar a un volumen final de 1000 mL con

aguaultrapura, esterilizar en autoclave por20 mina 151b/sq

20 % Oodecilsulfato s6dico (SOS)

20g SOS

80 mLdeaguaullrapuraesteril

Ariadircuidadosamenleel SOSalaguaen unrecipienteesteril;disolvery

mezclarsuavementeycalentara35-45°C.

20 mg/mL Soluci6n Stock Proteinasa K

100mgdeProteinasaK

5mLdeaguauitrapuraesterii

Mezclaryhaceralicuotasde500-600flLenlubosdemicrocentrifuga.

Guardara-20°C.
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10 %N· Lauroylsarcosine sodium (Sarcosil)

10g Sarcosil

90 mLdeaguaultrapuraesleril

AnadircuidadosamenleelSDSalaguaen unrecipienleesleril;disolvery

mezclarsuavemenle,calenlara50"-60"C.

Bromurode Etidio

10 mg/mL de soluci6nslock

Diluir 1:10000 con agua ullrapura (10 ~Len 100 mLdeagua).

Buffer (TE) Tris:EDTA, pH 8.0

10 mM Tris-HCL: 1mM EDTA, pH 8.0

10 mL 1M Tris HCI, pH 8.0

2 mL 0.5 M EDTA. pH 8.0

L1evaraunvolumenfinalde1000mLconaguaullrapura.

Buffer Suspension Celular (CSB)

100 mM Tris-HCI: 100 mM EDTA, pH 8.0

10 mL de 1 M Tris-HCI, pH 8.0

20 mL de 0.5 M EDTA, pH 8.0

L1evaraunvoiumenfinalde100mLconaguaullrapuraesleril.

Buffer de lisis celular

50 mM Tris-HCI: 50 mM EDTA, pH 8.0 + 1% N-Iauroyl-Sarcosine, Sodium

sail (Sarcosil)

AtiadirO.1 mg/mLde ProleinasaK jusloanlesdesuuso.

12.5 mL 1 M Tris-HCI, pH 8.0

25 mL 0.5 M EDTA, pH 8.0

25mL10%Sarcosil

L1evara un volumen final de 500 mL con agua ullrapura esleril.
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Nota: anadir25 !lLsolucion stoek de Proteinasa K(20 mg/mL) para 5

mLde buffer de Iisis.

Se usa para la lisis eelular de los bloques de agarosa de E. coli, Salmonella,

Shigella sonnei, Campylobacter jejuni, y C. perfringens para PFGE. Los bloques

de agarosa son lisados en 50 mL de BufferCBSeontenido en un tuboFaleon de

50mL.

200 mL 5X Buffer TBE 0 100 mL 10X Buffer TBE

L1evaraunvolumenfinalde2000mLeonaguaultrapura.

Nota: el agua utilizada para diluir el buffer TBE eoncentrado de 5X a 10X a TBE

0.5Xnotienequeseresterii.

Agarosapara los bloques de agarosa 50mL:

1% Seakem Gold Agarosa: 1% SOS: Buffer TE (10 mM Tris: 1mM EOTA)

PesarO.50gdeAgarosaSeakem en un fraseo de vidrio eon tap6n de

rosea de 250 mL; anadir47.0 mL de BufferTE, agitar suavemente

para dispersarla agarosa, fundir eon ayuda del mieroondasdurante

30 segundos, se haeen intervalos de 10 seg. Antes de agregar el

SOS una temperatura entre 55-60·C en bane maria. Anadir 2.5 mL

de SOS al 20 % (preealentado a 55 ·C) mezclar bien, se debe evitar

erearburbujas. Coloearen bane maria a una temperatura de 55-60


