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RESUMEN
La presente investigacion se realizo en el laboratorio de Resistencia Bacteriana de
la Unidad Académica de Ciencias Quimico Biologicas y Farmacéuticas de fa
Universidad Auténoma de Nayarit, con la finalidad de realizar una genotipicacion
e los aislamientos resistentes a arsénico provenientes de lres zonas de
descargas de agua contaminada sobre el fio Mololoa en la ciudad de Tepic,
Nayarit. Se trabajaron 45 aislamientos ambientales de los cuales el 26.7 % provino
def sitio aguas negras, 46.7 % de lixiviados de residuas sdlidos municipales y 26.7
% del nachuelo. En cuanto a la clasificacion por género, el mas frecuente fue
Kiebsislla spp., con 28.9 % y el menor con 2.2 % pertenecio a los géneros
Pseudomona sp., Yokenella sp., y Kluyvera sp. La capacidad de crecimiento en
presencia de arsénico se determing mediante ensayos de Concentracion Minima
inhibitoria (CMI). Por una parte, la CMI para arsenito de la mayaria de las cepas
(46.7 %) fue de 12 mM y solo el 8.9 % fue sensible a las concentraciones
utilizadas. Por otra parte, la CMI para arsenato de la mayoria de las cepas (26.7
%) fue de 500 mM y solo una (2.2 %) perteneciente al género Klebsiella spp.
oresentd una CMI de 600 mM. Se ullizo la técnica de lisis alcalina para obtener el
peril plasmidico de los 45 aislados, lo que demostré la presencia de los mismos
en el 39 % de las bacterias lrabajadas. La identiicacion de los genes
estructurales del operin ars por PCR, dio como resultado que el 86.7 % presentd
el gen ars, 51.1 % arsC y solo el 2.2 % arsA. La genotipificacion de los 45
aislados bacterianos para su posible relacion clonal se llevo a cabo mediante la
tecnica eleciroforesis en gel de campos pulsados (PFGE) para lo cual se ulilizo la
enaima de resticcion Xbal. Se obtuvieron 10 grupos posiblemente clonales,
siendo Klebsislla spp.. el género que presentd mayor diversidad genélica y
Enterobacter spp., el de menor variabilidad en sus patrones de bandeo. La

existencia de grupos clonales en nuestra coleccion de proteobacterias nativas y la

de sus y fenotipicas frente af As
orindaron informacion que puede ser utilizada a fututo en la implementacion de

procesos de bioremediacion en ambientes contaminades con arsénico.
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1. INTRODUCCION

£l arsénico (As) es un elemento txico, introducido en la naturaleza tanto por
fuentes geoguimicas como anlropogénicas. La presencia de altos niveles de
arsénico en el agua, aire y suelo, amenaza la salud de la poblacion humana y de
otros (Yang et al., 2010; Mayorga-M 2013)

Desde que el arsénico se identifico y aislo por primera vez en 1250 por Alberto
Magno, se ha uliizado ampliamente debico a sus propiedades medicinales y
toxicas (Mandal y Suzuki, 2002). Hasta los arios 40 del siglo XX, los compuestos
arsenicales eran utilizados en el tratamiento de varias enfermedades coma la
sifils. la leucemia y la psoriasis. asi como agente antiparasitario en la profilaxis de
la tripanosomiasis y la amebiasis de humanos (Thorsen et al, 2006; Ordofiez,
2009).

A pesar de la disminucion de su uso, el arsénico s la causa mas frecuente de
intoxicacion aguda por metaloides, y es segundo, solo superado por el plomo, en
cuanto a ingestion cronica (Rubinos-Gonzalez, 2007). Los numerosos casos de
intoxicacion epidémica por arsénico ocurridos en las dltimas décadas y la grave
situacion en el golfo de Bengala, donde una poblacion de 34 millones de personas
esta expuesta a niveles toxicos de As en agua de bebida (Paiva, 2007) origind que
el estudio del arsénico y sus compuestos, desde una perspectiva ambiental sea el
campo en el que se realizan los mayores esfuerzos (Rubinos-Genzalez, 2007)

1.1 Caracteristicas quimicas y téxicas del arsénico

E1 As es un metaloide y sus propiedades quimicas responder a su ubicacion
dentro del grupo V de la tabla periddica. E As tiene un nimero atomico de 33,
unidad de masa atomica de 74.92 gimol y comparte caracteristicas quimicas con
el nitrgeno (N), fésforo (), antimanio (Sb) y bismuto (8i) (Wu, 2007; Messens y
Silver, 2006)

El arsénico puede presentarse en formas quimicas orgénicas e inorganicas, y
" (Mateos et al.

existir en cuatro estados de oxidacion como As”, As’, As™ y A:
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2008). Las especies de arsénico orgénicas presentan diferentes grados de
melilacon: monometiladas [acide monometitarsanico, MMA], dimetiladas [acido
dimetilarsinico, DMA), imetiladas [oxido de trimetilarsina (TMAO), arsenobetaina
(a8)y (AC)y fion (TMA}] (Torres-
Escribano, 2011).

En el ambiente el As generalmente sc presenta en forma inorgénica en dos
estados redox: arsenito (Aslll, AsOy™) y arsenato (AsV, AsO.™) (Carabantes y
Fernicola, 2003). El arsenito es la forma quimica mas soluble y mas mavil, por lo
tanto, es la forma mas toxica. El arsenato. a diferencia del arsenito, se fia
fuertemente a la superficie de varias minerales comunes como la ferrinidrita y

alumina (Smedley y Kinniburgh. 2002; Muller et al.. 2003

La forma quimica y estado de oxidacion del arsérico estan directaninte
relacionados a sus efectos toxicologicos. Segin o dalos de dosis letal 50 (DL50)
obtenidos en animales de experimentacion (Tabla 1), definida como la dasis
necesaria para producir la_ muerte del 50 % de la poblacion expuesta, la toxicidad
de las cspecies arsenicales seguiria el orden decreciente: As™*> As'® > TMA™ >
DMA >MMA > AC > AB = TMAO (Mandal y Suzuki, 2002; Torres-Escribano, 2011),

Tabla 1. Valores de DL50 de las principales especies arsenicales

Especic arsenical D50 (mg K peso Animal Ge j
| s
h AT 345 Ratas
[ AsV. | 4 Ratas
MMA | 1800 Ratones
DMA 1200 ores
AB >16000 atones
AC [ 6500 atones
TMAD I 10600 atones
TMA” [ 90 atones
MMA= Addo OMa=  Acido G Arsenctetana; AG=
Arsanocolina, TMAO= Oxido de timetilarsina; TMA” Milgramos y
Kg= Kilograma (Tomada y redficado de Torres-Escribanc. 2

La toxicdad del arsenito es considerada de 25 @ 60 veces supericr 2 la del

arsenato, cebido @ su casacidad de uman & grupos sulffidrlo de las proteinas

2
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inactivando su funcién, por ejemplo, el complejo piruvato-deshidrogenasa,
glutation reductasa, ADN ligasa, fiorredoxina peroxidasa, entre otras (Shen &t al.
2013). La toxicidad del arsenato es debida a su simifitud can el acido ortofosforico,
Io que provoca en el proceso de oxidativa (Silver y
Phung, 2005; Tripathi et al, 2007).

En la actualidad, el arsénico esté clasificado por la Agencia Internacional para la
investigacion sobre el Cancer (IARC) como carcinégeno en humanos (Carabantes
y Fernicola, 2003). En general. las personas expuestas de forma cronica al As
presentan incrementos en las tasas de enfermedades como el cancer de peel,
veliga, pulmon, higado y leucemia, ademés de lesiones cutaneas (Gebel, 2001
Tapio y Grosche, 2008). Por lo tanto, aunque los mecanismos de accion del
arsénico no estén totalmente dilucidados, se puede concluir que existe una
asociacion inequivaca entre exposicién al arsénico e induccion de cancer (Paiva,
2007).

1.2 Arsénico, distribucién y niveles ambientales.

€l arsénico s el numero veinte en la lista de los elementos mas abundantes sobre
la corteza terrestre y es un componenle de mas de 200 mirerales (Mandal y
Suzuki, 2002; Paiva, 2007). Las fuentes naturales de arsénico incluyen el
volcanismo, la actividad hidrotérmica y la erosién de rocas sedimentarias. La
accion antropogénica por su parte constituye una sequnda fuente de arsénica en
el medio. Entre las acciones antropogénicas se encuentran el uso de

como y herbicidas, para madera.
residuos de la fundicion, explotacion minera, produccion de vidrio, papel y
semiconductores (Tchounwou et al., 2004, Bacr y Al-Qatani, 2013)

Dado que el arsénico es un compuesto natural de la corteza terrestre, puede estar
presente en todos los medios, inclusa en el agua de mar (Morgan, 2001: Mandal y
Suzuky, 2002). La concentracion natural de arsénico en agua de mar usuaimente
es menor que 2 ugll, mientras que en aguas supericiales y subterraneas la

concentracion varia entre 1y 10 ug/L. Niveles elevados han sido encontrados en

3
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agua de origen geoquimica y asociada a la aclividag hidrotermal (Camabantes y
Fernicola, 2003)

En et arre la concentracién del metaloide varia entre 1y 10 ng/m” en areas rurales
y es levemente més alto en areas urbanas alcanzan valores cercanas a los 20
ng/m®. En areas proximas a plantas que Gueman carbon pueder encantrarse
valores de hasta 1 ug/m®. La concentracion de arsénico en rocas y suelos no

contaminados s generalmente menor de 20 mgikg (Buchet y Lisan, 2000)

Los niveles de arsénico se han incrementado de forma significativa en distintas
regiones del planeta. India y Bangladesh son las zonas més afectas, donde mas
de 500 millones de personas se encuentran en situacion de riesgo por el consumo
de agua contaminada. En Japon, Nueva Zelanda y EEUU. se pueden encontrar
altos niveles de este metaloide en el suelo y en las rocas, mientras que en Chile,

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

en el agua de consumo (Morgan, 2001: Mandal y Suzuky, 2002).

Con el abjetivo de redurir el riesgo de exposicion a concentraciones de arsénico
consideradas peligrosas para Ia salud, se empiezan a regular sus niveles en el

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

(EPA) establecid el limite de 50 pg/L en el agua potable, basandose en datos del

Servicia de Salud Publica (Paiva, 2007). Por su parte la Union Europea y la
Organizacién Mundial de Salud establecen una concentracin maxima de 10 ug/L

de As (Berg et al, 2007)

Par (o tanto, el estudio de este metaicide es de gran importancia en cuanto a
<ontaminacion ambiental, debido a sus efectos toxicos sobre los 0rganismos vivos.
Especificamente las hacterias han sido objeto de numerosos estudios por su
participacion en los ciclos biogeaguimicos de algunos elementos esenciales para

la vida como et carbano, nitrageno, fosforo y azufre, también por su capacidad

A

para biolransformar compuestos no esenciales como € a1snica, que representa

una amenaza para el ambiente y la salud humana (Suarez y Reyes, 2002).
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1.3 Resistencia bacteriana al arsénico

La contaminacion del aqua, aire y suelo por metalaides es unc de los problemas
ambientales més severos dgbido a que estos na pueden ser degradados y
permanecen en el ambiente {Acosta f af, 2007). Su presencia ejerce una fuerte
presion de seleccion sobre los micraorganismos que ahi habitan. cuando la
descarga del metaloide es de carécter permanente como sucede habitualmente
con este tipo de contaminante. Esta presin provaca una seleccion natural de
aquellos genolipos que pueden resistir y adaptarse a dicho estrés (Moraga ef al,
2003; Silver y Walderharg, 1992).

La relacion arsénico-microorganismo origina una serie de procesos adaptativos
que se encuentran asociados a determinantes genéticos y que finalmente se
expresan como mecanismos de resistencia hacia el metaloide (Anisimova et al
1993; Montuelie ot al, 1994). Entre ellos se encuentran principaimente los que
involucran: enzimas que oxidan el arsenito (Aslll) a arsenato (AsV) (Figura 1A) o
las que reducen el AsV a Aslll (Figura 18 y 1C) y transportadores de membrana
que expulsan las especies nocivas del citoplasma celular (Figura 1C) (Cervantes
et al., 2008, Silver y Phung, 2005)

Figura 1. Mecanismos de resistencia bacteriana para arsénico. La resistencia al
arsénico se debe a dwersos mecanismos que involucran reaccionies de 6xido-reduccion
sabre ol melalolde. (A) Oxidacian de arsenilo realizada por fa enzima de membrana Asa
(B) Reduccién de arsenato por la enzima ArsB. (C) E1 AsV entra al citoplasma a través del
sistema Pst o Pit, es reducido 2 Aslll por la arsenalo reductasa ciasclica (A1SC} y
posteriomente es eliminada par fa bomba de expulsion ArsB [Tomada y modificada de
Siiver y Phung, 2005).
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Estos mecanismos de resistenca a arsénico se han reportado en organismos

diversos y 6 versaties. Por ejemplo, el Aslli es
oxidado 2 AsV por fas bacterias oxdantes del Asllf que presentan enzimas
arsenito oxidasas localizadas en el periplasma celular o asociadas a membrana
ataplasmatica (Koizé, 2006). Estos microorganismos quimioautdtrofos uiiizan
axigeno y en la respiracion araerobia usan nilralo coro aceplor terminal de
alectrones, a la vez que reslizan la fijacion de CO, atmostérico como fuente e
carbona (Santini y Vanden, 2004; Muller et al, 2006; Paez e ai, 2009).

Algunas bacterias heterotroficas oxidanles de Aslli no parecen utiiizar e arsenito
como donador de electrones, lo cual sugiere que la oxidacion del Aslll puede ser
una forma de detoxificacion para dichas especies (Croal ef al, 2004). Este

mecanismo de detoxificacion se ha reportado en miembros de los géneros r. 1y 7=

=nito

proteobacterias, quienes ufilizan mecanismos de  oxidacion del a

codificados en 10s genes estructurales del operon aox, aio y aro (Lett el al, 2012)

En la vertiente contraria se presentan microorganismos que utlizan el AsV como
aceplor terminal de electrones, en lo que constiluye una respiracion anaerdbica
tipica. Estos oxidan diferentes ya sean de origen

orgénica como lactato, acetato, formiato y compuestos aromaticos o bien
inorganicos como hidrageno y sulfurcs, lo cual provoca la formacion de Aslil
(Pérez et al, 2005; Ordofiez, 2009). Los mecanismos de respiracion del arsenalo
y de la detoxificacian cel AV se atribuyen a los genes que codifican la arsenalo
reductase arAB (Song = al, 2008) y al operon arsRDABC r

tivamente

{Figura 2C) (Muller f al,, 2006; Matecs et af,, 2006)

Estos procesos metabolicos y de detoxificacion donde [as formas norganicas de

As estan implicadas, se detallan a continuacion
1.3.1 Oxidacion del arsenito: Opersn aox

La oxidacisn bacteriana de Aslll a AsV fue descrita en 1918, pero no fue hasta

1992 que la primera arsenito axidasa fue aislada a partir de Alcaligenes faecalis
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(Anderson et at., 1992). Esta enzima esta implicada tanto en |a desintoxicacion de
arsénico en bacterias heterdirofas (Muller et al. 2003), como en la generacion de
energfa en bacterias quimioheterétrofas y quimialitotroficas (Oremland et al., 2002:
Santini y Vanden, 2004).

Arsenito oxidasa (Aox) es una enzima redox periplasmatica. Presenta una
estructura helerodimérica que cansta de una subunidad grande y otra pequeria. La
subunidad calalitica mayor contiene un centro de molibdeno y un centro [3Fe-4S]
mientras la subunidad menor esta formada por un centro Rieske (2Fe-28] (Figura
2) (Elis et af, 2001). Los genes que codifican estas dos subunidades fueron

y en la bactera
arsenicoxydans cepa ULPAs1, y se demosird que ambos genes estén en el mismo
operon aow/aro/aso (Muller et al, 2003; Lett et al, 2012)

El primer gen del operon aox codifica la subunidad Rieske y se le nombr6 aoxA.
La designacion aoxB se utiiza para el gen que codifica la subunidad pesada
Molibdeno (Hile, 1996; Muller et al, 2003; Silver y Phung, 2005). AoxA posee un
péptido sefial TAT (del inglés Twin Arginine Transporter) en el extremo amino
terminal que guia la proteina heterodimérica plegada durante &l transporte del
citoplasma al espacio periplasmico (Figura 2) (Muller ef al, 2003)

e
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Figura 2. Modelo de la enzima arsenito oxidasa. La enzima AoxB ssta integrada porla
subunidad Rieske y la subunidad Mo-plerina. Contiene un orficia de entrada 2 &l Asll
que transfiere dos electrones al Molibdeno (Mo} lo que provacs su recuccion a MofiV) y
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|a oxidacin del arsenito a arsenato. El arsenato se Ibera e I3 enzima y es libaradc
mismo orficio de entradz. E! Mo(IV) transfiere los dos electrones al grupa 3Fe-4S, con
cual se regenera el centro de reaccién Mo(VI). Se realiza Ia transferencia de los dos
electrones def grupo [3Fe-45] a a subunidad pequeria Risske [2Fe-23] y finalmente |
transferencia de los electrones del Rieske de la arsenita oxidasa a la cadena respiratona
(Tomada y modificada de Silver y Phang, 2005).

Se ha propuesto que la oxidacion del arsenito por esta enzima ocurre mediante el
siguiente mecanismo: el arsenito ingresa a través de un orificio conico presente en
la superficie de la enzima y entra en contacto drecto con el Malibdeno (V1)

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

slectrones del arsenito al grupo Malibdeno lo que provoca su reduccion a

Molibdeno (1), posteriormente el arsenato s liera

a través del mismo ofificio
de entrada. Después los electrones se transfieran primero al grupo [3Fe-4S]
dentro de la subunidad grande Mo-pterina de la proteina y después a un grupa
[2Fe-28] situado en la subunidad pequefia. A partir de ese sitio los electranes se
transfieren a la cadena respiratoria de la membrana intema y eventuzlmente al

oxigeno. que es el aceptor terminal de elecirones (Figura 2) (Anderson et al,
1992; Ellis ef al, 2001; Hoke et al, 2004; Silver y Phung, 2005: citadus en

Pacheco-Gonzslez et al, 2013)

En Agrobacterium tumefaciens SA, se identific un mecanismo complejo para la
expresion de los genes estructurales del arsenita oxidasa (a0xAB) que implica la
percepcién de quorum sensing, asi como un sistema de dos componentes de
transduccién de sefial. Los genes regulatorios del sistema de dos componentes
80xS y a0xR estan localizados rio arriba del operon a0xAB. a0xS codifica para
una histidina quinasa (HK) y a04R funciona coma un regulador transcripcianal
Ademas de aoxA y aoxB, rio abzjo se localizan los genes aoxC y a0xD que

ma involucrada en la

codifican tanto para el citocromo . como para una e
biosintesis de la molibdoplerina respectivaments (Kashyap et al, 2006). Por
altimo. deritro del operon aox se encuentra el gen denominada aoxX, el cual
codifica para una proleina de union a oxianiones (Cal ef al, 2009)
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€n Ochrobactrum tritici se reportd la presencia de todos los genes anteriores

deniro del operén aox (Branco ef al. 2009), al igual que en cepas de

, en las cuales por con el transposon
Tns se demostré que existen ouias proleinas que participan en el control de la
oxidacion del arsenito, como son RpoN y DnaJ, las cuales consisten en un factor
sigma N (¢*) aliernativo de Ia ARN polimerasa y en la co-chaperana Hsp-70
(Koechler ef al, 2010). Se ha mencionado ademas que la regulacion de la
expresion del operan responce a seriales quérum sensing (Kashyap et al., 2006)
Sin embargo, los mecanismos regulatorios de la ovidacion del arsenito 2un no
estan totalmente esclarecidos (Quéméneur et al, 2008: Chang et al, 2010,
Sultana et af, 2012),

La impontancia ecoldgica de este process oxidative es indudable ya que la
oxidacion de Aslll a ASV es un procese biorremediador debido 4 que el AsV es
menos toxico y puede ser eficientemente removida del ambiente mediante
técnicas como la coagulacion con Felll {Lesst et al, 2000; Batagha ef al, 2002,
Cai etal, 2009)

13.2 Reduccién del arsenato: Operon ars

En bacterias arsenato-reductoras, el sistema s estudiado coresponde al
operon ars, el cual puede localizarse er cromasoma o plasmido (Figura 3) y
funcionar bajo condiciones aerdbicas o anagrobicas {Silver y Phung 2005: Branco
6t al,, 2008; Paez et al., 2009)

Este operon fue el primer ejemplo descrito de un sistema de expulsion de arsenito
y antimonio (Sblll) Su presencia se delerming en e plasmido pR773 de
Escherichia coli (Carlin et al. 1995, Cenvanles el al, 2008). Donde se
enconlraron cinco genes: arsA, arsB, arsC, arsD y arsR (Figura 3A), mientras que
a nivel cromosomal slo sc identificaron tres cistrones que se nombraran arsB,
arsC, y arsR (Figura 38), debido a Ia fuerte homologia con los genes del operén
ars plasmidico (Figura 3ABC) (Silver y Waiderhaug 1932, Diorio ef af., 1995,
Rosen, 2002, Wu, 2007, Mellado et al, 2011}, Los plasmidos pl258 y pSX267 de
B
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Staphylococcus aureus también tienen el operén arsRBC lo que le confiere
resistencia a arsénico (Cuebas el al, 2011).

A Escherichia coli pldsmido RT73

B. Cromosoma Escherichia coll
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Figura 3. Contexto genético del operén ars. El pidsmido R773 de €. coli muestra los
genes de resisiencia arsRDABC (A). En el cromosoma de E. coli inicialmente se
determind la presencia de los genes arsRBC (B). Actuaimente se liene evidencia de la
presencia del aperén ars en cromosoma de E. coli y olras especies que mantienen
analogia con el cantexto genético del operon (C). Los colores muestran el grupo de
ortologia para cada uno de los genes del inciso AB. (Tomada y modificada de W, 2007,
C: Gene Context Tool Il (http:/ioperons.ibt.unam mx/get3/)
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La resistencia al arsenito mediada por el operan ars se debe a que expulsa el Aslll
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 et al, 2011). ArsB es una proteina que se comporta como una
bomba de membrana intea que forma un canal de difusion de aniones
(Villadangos et al., 2012)

Figura 4. Mecanismo de resistencia a arsenito y arsenato mediado por el operon
ars. El arsenito se introduce a la célula bacteriana mediante las gliceroparinas (GIpF), a
su vez el transportador de fosfatos (PT) intemaliza el arsenalo La arsenato reductasa
ArsC reduce el AsV a Aslll que posteriormente es eliminada por la bomba de expuision
ArsB. La expresion de los genes del operan ars se encuentran bajo fa regulacion de la
proteina ArsR (Tomada y modificada de Ordofiez, 2009)

Para conseguir que todo el arsenito este en forma transportable, contiguo al gen
arsB, se encuentra arsC, que cadifica para una arsenato reductasa citoplasmatica
monomérica que emplea glutation reducido como donador de electranes para
transformar el AsV en Aslil, el cual finalmente es expulsado por el complejo
ArsAB. De esta forma, el sistema ars canfiare resistencia a ambos oxianiones
(Figura 4) (Mukhopadhyay y Rosen, 2002; Mukhopadhyay et al, 2002, Eppinger et
al, 2012).
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1.4 Proteinas codificadas en el operon ars
1.4.1. ATPasa ArsA

ArsA es una ATPasa dependiente de sustralo que presenta dos sitios de unin de

nucletidos (NBS,) con sus correspandientes sitios de unién alostéricos (Walmsiey

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

y A2: residuos 321-683) conectadas por un pequenio “linker” de 25 residuos
(Figura 5) (Fu et af, 2010)

Figura 5. Estructura tridimensional de ArsA. Cada uno de los homolagos de fa
proteina ArsA, presenta dos sitos de unién & nucledtido (NBS), el dominio MBD es ef sitio
de union del As. La actividad ATPasa del sto NBS, incrementa fa extrusion del metaloide
(Tomada y madificada da Zhou el al,, 2000).

Analisis estructurales de ArsA demostraron que los NBS estan formados por
residuos de A1y A2 {Zhou ef af, 2000). Tanto A1 como AZ exhiben actividad
ATPasa independiente, la cual se estimula de 30 a 40 veces como resultado de la
union de los metalaides que transparta y que requiere la interaccon de Ias dos
mitades (Ordofiez, 2009). Existe ademas un dominio de union a metatoide-(MBD),
que se activa alostéricamente v se ubica en el extremo opuesto de la proteina a
partir de los NBS. Por otra parte, el conector esta situado cerca de los NBS y
pariicipa en los cambios que se produicen en ArsA

ante la unién del sustrato (Kotzé, 2006).
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1.4.2 Proteina transmembranal ArsB

ArsB es el determinante de resistencia a As mas estudiade en bacterias y arqueas
y se clasifica dentro de la superfamilia de transportadares de ianes. Esta proteina
de 45 kDa estd formada por 12 hélices alfa transmembranales y tres pucles
citosdlicos situados entre fos resicuos 77-92, 198-221 y 264-277, encargados de
unirse a ArsA (Figura 6) (Meng et at, 2004; Cervantes el al, 2006; Wu, 2007)

Figura 6. La bomba de expuision ArsAB. El compleo de ArsA y ArsE forma una
ATPasa translocadora de aniones que calaliza la extrusion de arsento y antimonio. ArsA
tiene tos partes homologas. AT (N-lerminal) y A2 (C-terminal). ArsB es una proleina de
membrana intema y sirve tanto para el anclaje de ArsA a la membrana y como bomba de
expulsion de Aslily Sbll (Tomado y modificado de Rosan ot al, 1399)

Ademas. ArsB tiene un modo dual de oblencion de energia: (i) puede actuar coma
un ieansportadar secundario que asacia la fuerza motriz de protones al preceso de
transparte o (i) formar un complejo con ArsA (ArsAB). donde Ia hidralisis de ATP
es el molor Gue posibilita dicha transporte (Mukhogadhyay et al, 2002; Ordoriez
2009). Este es el (nico sisema de exaulsién de iones inrganicas (xicos que
puede funcionar de manera dual: impulsado por la hidréisis cel ATP o por un
procese quimiosmatica (Cervantes et af, 2006)

1.4.3 Arsenato reductasa: ArsC

Las arsenato reductasas (ArsC) son proteinas citoplasmal cas monoméricas de
pequeno tamafio (131 residuos en el caso de S. aureus y 141 para E. col))

(Mennens y Silver, 2006) que reducen el arsenalo a arsenito para que sea

12
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exportado por la bomba de salida ArsAB (Kowze, 2006). Las proteinas ArsC
descritas hasta Ia fecha presentan diferencias muy claras asociadas no solo a la
heterogeneidad de sus secuencias y a su conformacin estructural (Martin et af,
2001), sino también a los mecanismos de reduccion y a la localizacion de las
cisteinas cataliticas.

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

de (T y de reductasa (TR) cuyos
principales exponentes son la ArsC del pl258 de S aureus y la ArsC de Bacillus
sublilis y (i) las arsenato reductasas dependientss de glutaredoxina (Gre) y
glutation (GSH), que presentan dos grupos bien diferenciados; el representado por
fa ArsC del plasmido R773 de E. coliy el del grupo de la Acr2p de Saccharomyces
cerevisiae (Messens y Silver, 2006; Castillo-Rodriguez, 2005; Kozér, 2006).

1.4.3.1 Arsenato reductasa del plasmido R773

La proteina ArsC (141 aa) del plasmido de resistencia R773 es la enzima
Gependiente de GSHIGrx mejor caracterizeiia 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 es que de los tres residuos indicados tan solo uno de eflos Io aporta
la enzima ArsC, mientras que los dos restantes los aportan el GSH y la Grx
respectivamente. Otras diferencias significativas Ge esta reductasa, en relacion
con la ArsC codificada en el pI258, es que no presenta actividad ATPasa
(Muknhopadhyay et al., 2000) i sitios de union a potasio (K) (Roos et al, 2006)

Ademas en su secuencia primaria aparecen dos residuos de cistcina (Cys12 y
Cys106): solo la Cys12 es necesaria para la reduccion de AsV (Martin et al , 2001;
DeMel ef al,, 2004). El arsenato se une a la cisteina y luego es reducido en dos
pasos por la glutaredoxina (Grx) y glutation (GSH) produciendo el intermediario
Cys12-S-Aslil que luego se hidroliza para liberar el arsenito (Roseen, 2002)
Igualmente el pH éptimo de la reaccion es de 6.5 en contraposicion al dptimo
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descrito para la ArsC del pl258 que es de 8.0 (Ordofiez, 2009; Castillo-Rodriguez,
2005).

1.4.4 Metalochaperona ArsD

ArsD actia como un homodimero de 120 residuos cada subunidad (Chen y
Rosen. 1997). Analisis genéticos sugieren que los residuos Cys12, Cys13 y Cys18
de ArsD, estan implicados en a trasferencia citosélica de arsenito a la ATPasa
ArsA, es decir, ArsD actia como una metalochaperona que transfiere el Asill a
ArsA. (Yang et al, 2010). En el modelo descrito, ArsD interacciona con ArsA con
baja afinidad en ausencia del metaloide (Lin et al, 2007b; Yang et al, 2010). Esta
interaccion no se establece ni con ArsC ni con ArsR. Esta debil interaccion entre
ArsA y ArsD se incrementa cuando el Asil se une al sitio de union a metales de
ArsD. La unién de Aslll @ ArsD se produce como consecuencia de una afinidad
muy superior ala que exhibe ArsA por el Aslll (Lin et al, 2007b)

A By aorem ApP P
are

Figura 7. Mecanismo de transferencia de Asllf entre ArsD y ArsA. El en primer paso
una molécula de As(OH); forma As(GS);. al unirse a 3 GSH citosdlico. Posteriormente,
ArsD extrae el Aslil de AS(GS); por intercambio de un grupo tiol con los residuos de
Cys12, Cys13 y Cys18. En una serie gradual de intercambios tol, I unidad de Aslll se
transfiere a tiolatos de Cys113, Cys172, Cys422 de ArsA, cuando los dos dominios de

15
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unién de nuclcelidos NBD1 y NBD2, hidralizan AT La unién del Aslll provoca un camein
conformacional en ArsA que incrementa la bidrdisis de ATP y finalmente permite Ia
extrusion final del metaloide (Tamado y modificado de Yang ef al, 2012}

La cesion del Aslll desde ArsD a ArsA se debe producir a expensas de cambios
conformacionales en las proteinas, ya que es un proceso fermodinamicamente
desfavoratle. Por lo tanto, es previsible que la interaccion entre ellas posiilite
carbios en la afinidad ce los sitios de unian a los metales implicados, de manera
que los residuos de cisteina de ArsD involucrados en la inferaccion con ArsA. se
acerquen estéricamente al sitio de union a metales de ArsA. Esta desorganiza el
sitio de union a metales de ArsD y bajs su afnidad, lo que posiviilaria la
teansferencia del Aslll desde ArsD hasta ArsA (Figura 7).

ArsD 1o solo actia como facilitador de Aslll a ArsA, sino que la interaccion entre
Ias dos proteinas incrementa la activicad ATPasa de ArsA y Ia afinidad de ArsA
por el Aslll, lo que hace a ArsA mas efectiva a bajas concentraciones del
metaloide (Lin ef ai,, 2007a; Yang ef al., 2010)

1.4.5 Regulador transcripcional ArsR

El Arsénico presente en el ambiente desencadena en los microorganismos una
respuesta que dispara los mecanismos de resistencia al metaloide. Esta respuesta
la inician Ias proteinas metaloreguladoras de 1a farilia ArsR/SmIB (Ordonez,
2009). Los miembros de esia familia funcionan exclusivarente coma rapresores
transeripcionales e incluye el represor SmIB o Synechococeus sp., y el represor
ArsR en £ coli (Wu, 2007).

La proteina e 13 kDa ArsR del plasmide de & coli R773 es un homodimero

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

expresion del operan ars (Wu, 2007). Cada monémero posee la secuencia Cys™-
Val-Cys**-Asp-Leu-Cys¥ en la primera helice de la region de union al DNA. Los
tres residuos de cisteina de dicha secuencia forman un triple enlace coordinado
intramofecular especifico para el Aslll, lo que constituye el sitio de unién del

imetalaide (Ordofez, 2009)
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En ausencia de arsenito el represor ArsR esta unido al sito operador/promator del

operén ars y evita la expresion ce los genes estructurales. Cuando el arsenilo

entra al citoplasma Interaccicna con los grupos sulfhicrilo de los residuos de
cisteina de ArsR, lo que acasiona un cambio en la conformacion del represor. lo
que trae como consecuencia la diseciacion de ArsR del sito operador/promolor y
subsccusnlemente una expresion de los genes estruclirales del operon ars
(Stoker et af., 2003; Butcher y Rawting. 2002; Wu, 2007; Ordofiez, 2009)

Por lo tanto, la presencia de cada uno de los productos del operdn ars puede
spoyer I persistencia ae cepas especificas en un ambiente cantaminado por
arsénico. Este mecanismo de persistencia puede ser deleclada por medio de
nerramientas moleculares como PCR. Ademas. se puede delerminar las
relaciones genéticas entre estos asilados ambientales mediante técnicas de
genotipificacion como la electroforesis por campos pulsados (Nascente
2012).

et al

15 iologia molecular y bacteriana

La epidemiologia molecular es una disciplina que permite abordar los

través ce la utilizacién de técnicas que combinan 12

analitica con métodos avanzados de Iaboratorio (Mathema et al, 2006; Aguadero,

2014). BN canocimiento derivado de los estudios epidemialogicas ha incrementado

la informacion sobre las baclerias, virus y pardsitos causantes de enfermedades
infecciosas debido o que permite determinar la historia natural de los
padecimientos, es decir, su etiologia, frecuencia de aparicidn, disinbucion, sus
vias y pawén de diseminacion y sus reservorios o factores Gue incrementan el
fieso de contraerla (Jornson y Russo, 2005, Vilchez y Alonso, 2005

La o con fines 6 requiere de métodos de

tipificacion de cepas. Un métado de lipificacion es aquel que puede ser usada para
diferencier entre cepas bacierianas pertenecienies a una misma especie. Los
métodes de tipificacion en general debe

cumplir con dos requisitos principales

poder discriminar entre aislados no relaclonados y, ser capaces de brindar
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resultados reproducibles entre diferentes ensayos y estables para una cepa dada
oblenida de diferentes origenes (Schreckinger, 2008). Los métodos para
tipificacion de microorganismos pueden clasificarse en dos grandes grupos
fenatipicos y genotipicos (Singh et al.. 2008; Vilchez y Alonso, 2009).

Los metodos fenotipicos se basan en la determinacion de caracteristicas
bloquimicas yio fisiolégicas que  historicamente  consiituyeron 1a  primera
herramienta que permitia la comparacion de microorganismos {Singh &t al, 2006)
Estos métodos incluyen la determinacion de actividad enzimatica, capacidad meta-
bolica y determinantes antigénicos o de susceptibiidac frente a antimicrobianos
(Valero-Leal, 2012)

No obstante. el alcance de estos procedimientos puede encontiar senas
restricciones ya que los rasgos fenolipicos son susceptibles a la influencia del
ambiente, y pueden provocar variaciones en la expresion genética, par lo que el

resultado obtenido a través de la deteccién de este lipo de teres puede
presentar poca estabilidad, reproducibilidad o poder discriminatoria (Versalovic y

Lupski, 2002),

Por otra parte, los métados genotipicos o de genotipificacién involucran el estudio

del genoma del microorganismo causal de la enfermedad. Por lo que permiten

analizar 7 ° genélicos presentes en los

agentes etiologicos (Aguadero, 2014). En sentido, las técnicas de

gendtisificacion permiten determinar si los micracrganismos analizados se
encuentran genéticamente relacionadas y por lo tanto, pueden ser considerados
<omo representantes de una misma cepa o clon (Singh ef 21, 2006)

A nivel epidemiclgico se hace ind'spensable la evaluacion de la clonalidad entre

aislados cuando se estudian brotes de infecciones inira o extrahospital Por

ejemplo, para establecer Ia relacion genética entre aislados de una misma fuente

pero que manifiestan diferencias a nivel fenatipico o, por ef contrario, aislados
orovenienites de distintos pacientes pero que muestran caracteristicas fenotipicas

similares. La confirmacion de la relacian genélica entre estos microorganismos

18
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ayuda a determinar la fuente de la infeccion, el numero de clones circulantes, el
vehiculo, a ruta y el patrén de distribucion (Singh et al 2006)

El conocimiento que brindan las técnicas de  genotipificacion permite Ja
implementacion de nuevos programas que contribuyan al control y prevencion de
los brotes infecciosos (Vilchez y Alonso. 2009). Por lo antes mencionado, las
técnicas de genotipificacion se han popularizado a o largo de fos anos, se han
madificado y para su capacidad
reproducibilidad y versatilidad (Singh et al, 2006)

Los métodos moleculares para la genotipificacion son variados y pueden estar
basados en el analisis de polimorfismos de secuencias repetidas de elementos
variables o, del genoma completo de los microorganismos. Desde el punto de vista

las técnicas para pueden clasificarse en
os tres grupos siguientes (Aguadero, 2014).
a) Las relacionadas con la amplificacion de fragmentos de DNA por medio
dela reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)
b) Las que involucran la secuenciacion parcial del genoma de los
microorganismos, como son el MLST (del inglés MultiLocus Sequence
Typing) o el Spa typing
c) Aquellas basadas en el estudio y comparacion del electrocariotipo
mediante electroforesis de campo puisado PFGE (del inglés Pulsed-Field
Gel Electrophoresis).

Cada una de estas herramientas ha ofrecido una alternativa de gran utilidad para
la investigacion epidemiolégica (Vilchez y Alonso, 2008). Sin embargo para este

trabajo se utiliz6 la técnica de electroforesis de campos pulsados.
1.5.1 Electroforesis de campos pulsados (PFGE)

La de campo pulsado a una técnica de g

que fue descrita por primera vez en 1984 por David Schwartz y Charles Cantor
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Esta técnica ha tomado mucha importancia en los Ulimos arios y actualmente se
considera el "estandar de oro” para la lipificacion de bacteras patdgenas gracias a
sU capacidad discriminatoria y su utilidad en la separacion de fragmentos de ADN
de un tamario entre las 10 kb y 10 Mb (Hunter ef al. 2005 Schreckinger, 2008)

£l ADN genomico de los aislados en estudio es digerido con endonu

corte poco frecuente. La enzima de resticcion varia de ac

o 3 I genomica

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

Tabla 2. Enzimas de restriccion de corte poco frecuente adecuadas para el andlisis
genomico bacteriano mediante PFGE.

Grganismo Enzima Grganismo Enzima
[ Enterobacter spp. Xbal_ Spel Proteus mirabiis S, Noll
[ Enterococeas spp. Smal Apal onella s, Xl B, NofT
| Escherichia coli _| Xbal, Binl, Notl, Sfil | Vibrio cholerae SHI, Noti
[ RiebsieTa spp. Xba, Asl Staphylocaceus spp. | _Smal. Cspl, Ssil

Tomado y modificado de Goering, 2010

La restriccion por la endonucleasa genera fragmentos de pesa molecular elevado
que son separados en un gel de agarosa gracias a la aplicacion de campos
eléctricos cuya direccionalidad cambia a intervalos predeterminados mediante ef

tric Fi

empleo del sistema CHEF (del inglés Clamped Homogeneaus E! i2ld), &
tipo de camara de electoforesis liene un campo elecinico homogéneo en un
contormo cerrado de electrodos. donde veinlicuatra electrodos estan dispuestos en
ur areglo hexagoral que se uliiza para la generacion de campos elécticos
uriformes en angulos de 120° (Valero-Leal, 2012). Esto causa que el ADN se
reva en el gel de un lado al oo permitiendo asi I3 migracion de esios
fragmentos (Figura 8) {Cardozo-Bemal et af,, 2013). Coma resultado s obtiens un

oatran de bang

para cada alsiado (Scf g 08; Vilchez y
Alonso, 2009,

La calidad y resolucion de los patrones de bandas son afectadas por la cantidad
de ADN y las condicianes experimentales seleccionadas. La resolucion def patron

de bandas depende del tiempo de pulsos (Switch inicial y final) que determina el
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intervalo de los tamafios que se pueden separar; ademés la calidad puede ser
modificada por el tiempo de corrida, la temperatura experimental, fa intensidad del
campo eléctrico, la 6n de agarosa y la én del tampan de

electroforesis (Valero-Leal, 2012).

Figura 8. Distribucién de los electrodos en el equipo CHEF utllizado en PFGE.
Flechas conas muestran los vectores de fuerza de campo de los campos elécticos
altemantes. Simbolos A+ y A-, B+ y B~ indican posiciones de los pares de electrodos de
los campos eléctricos altemantes (Tomado y modificado de Cardozo-Bemal et al. 2013)

En 1995, Tenover y colaboradores propusieron un criterio que permite interpretar

el electrocariolipo de diversas cepas de manera tal, que se pudieran establecer las

relaciones genéticas y entre dichos mi Segun este
sistema se puede clasificar a los aislados bacterianos en cuatro categorias:
(Tenover et al,, 1995, Cardozo-Bernal et al., 2013)

Cepas indistingui Los se designan

indistinguibles si sus patrones de restriccion tienen los mismos nimeros de
bandas y las bandas correspondientes son aparentemente del mismo
tamario.

Cepas estrechamente relacionadas: Un aislado se considera que esta
estrechamente relacionado con la cepa del brote. si su patrén de PFGE
aifiere del patron brote por cambios consistentes con un nico suceso
geratico, es decir, una mutacion puntual o una Insercion o delecion de
ADN.  Estos cambios resultan tipicamente en dos o lres bandas de

diferencia
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ii. Cepas posiblemente relacionadas: Un aislado es considerado como
posiblemente relacionado con la cepa del brole, si su patrén PFGE difiere
del patron brote por cambios consistentes con dos Gventos genéticos
independientes, es decir, diferencias de cuatro a seis bandas que pueden
explicarse por simples inserciones o deleciones de ADN o la ganancia o
pérdida de sitios de restriccion

iv. Cepas no relacionadas: Su patrin de PFGE difiere del patrén brote por
cambios consistentes con tres 0 mas eventos genéticos independientes,
generalmente siete 0 mas bandas de diferencia.

Mediante el analisis de los patrones de PFGE de manera visual (Tenover el al.,
1995) 0 se utiiza un software como BioNumerics y base de datos de huellas
daciilares Software Diversity (Goering, 2010), se han podido determinar las
similitudes genéticas entre los aislamientos. Esto permite inferir si dos

no lienen la misma  procedencia

Cardozo-Bernal et al., 2013)

evolutiva (Nascentes et al, 201
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2. ANTECEDENTES

El rio Mololoa ubicado en el estado de Nayarit es el principal afluente del rio
Santiago (CNA, 1994). A lo largo de su trayectoria por el estado, recibe descargas
de diferentes poblados tales como La Labor y San Cayetano. Sin embargo, la
descarga de aguas residuales que mas lo afecta es la proveniente de la ciudad de
Tepic, lo que ha provocado cambios significalivos en la calidad del aqua (Jaurequi
et al., 2007). Ademas, los diversos lixiviados procedentes del rellena sanitario “El
Ixtete” provacan una importante contaminacin sabre el caudal (Mondragon et af,
2011)

Esta situacion deriva en una constante presion de seleccion en el medio, o cual

favorece 1a de los que presentan
genéticas de resistencia a metales pesados y antibioticos, que. como se ha
se encuentran ligadas o coexisten dentro de los

integrones (Alonso et al., 2001; Atencio et al, 2005). Es decir, esta zona se puede
visualizar como un modelo natural de estudio que permite conocer las diferentes
presiones de seleccion y perpetuacion de caracteristicas de resistencia

En el laboratorio de Resistencia Bacteriana de la UACQBYF de la UAN. se han
trabajado muestras de agua proverientes del rio Mololoa y se han identificado en
ellas la presencia de bacterias de importancia médica y veterinaria como
Enterococcus faecalls, Klebsiella pnoumoniae. K. oxytoca, Enterobacter cloacae.,
Pseudomanas aeruginosa, enlre otras especies (Mondragén et al. 2011),

En el 2013, Gut
gel1 en 15 cepas aisladas de 3 sitios distintos en la periferia del rio Molloa. Asi

érrez-Meza reporté Ia presencia de los genes de virulencia asaty

mismo, ha sido posible identificar en estos aislados resisiencia a metales pesados
como &l mercurio, arsénico, cromo y cadmio, y se ha comprobada que existe
capacidad de de por et al,

2012), Por lo anterior, se representa un riesgo polencial de diseminacion y

de las fenotipicas y
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ta presencia de genes detoxificadores de arsénico (arsA, arsf y arsCj en
bactenas nativas arsenato-reductoras, permite hipotetizar sobre la permanencia de

esta caracteristica genotipica como un mecanismo de resistencia en el ambiente

microbiano que podria ser enla del
arsénico mediante procesos de biomamediacion. Ademas la confirmacion de una

pasible relacion clonal entre estos aislados nos permitiria determinar el nimero de
clones circulantes, la ruta y el patran de distibucion en el ambiente. Estos
resuitados permitirian la implementacion de nuevos programas que contribuyan al
conzrol y prevencion de un posivle brote de infeccion provacado por bacterias

patogenas resistentes a arsénico
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3. HIPOTESIS

Las proleobacterias resistentes a arsénico provenientes del rio Maloloa presentan
relacion clonal
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4. OBJETIVO GENERAL

Genotipificacion de proteabacterias resistentes a arsénico provenientes del rio

Mololoa

4.1 Obijetivos especificos

Determinar la concentracion minima inhibitoria de arsenata y arsenito
en la coleccion de proteobacterias.

Identificar la presencia de los genes del operdn ars (arsA, arsB y
arsC),

Establecer las huellas digiales de los cromosomas de
proteobacterias mediante perfiles cromosmicos producidos por
electroforesis de campos pulsados (PFGE)
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5. MATERIALES Y METODOS
51 Cepas y condiciones de cultivo

En este estudio, se Irabajo con 45 cepas de proteobacterias can un perfil de
resistencia inicial de 20 mM para arsenato. Estos aislados fueron abtenidos en
investigaciones previas realizadas en el laboratorio de Resistencia Bacleriana de
la Unidad Académica de Ciencias Quimico Biolégicas y Farmacéuticas de la
Universidad Autonoma de Nayarit. Las cepas de estudio pertenecen a una
coleccion de 300 aislados obtenidos en ires punlos distintos en la periferia del rio
Mololoa. El sitio 1 correspondiente a fos lixiviados de residuos sdlidos municipales
(L) localizados a 21°33'05.33" latud norte y 104°53'30.65" de fatitud oesle, el
sitio 2 (R) @ 21°32'47.13" de lalitud norte y 104°53'36.35" de Jatitud ceste,
correspondiente a un riachuelo que escurre en Ia ladera del basurero, el sitio 3
(AN) a 217 32'48.23" de lalitud norte y 104°53 43.04" de latitud oeste, el cual
correspande a las aguas negras que se descargan directamente sobre el rio,
como se observa en la figura 9

Figura 9. Localizacion de los tres sitio de muestreo, Lx= Lixiviado de residuos solidos
municipales; AN= Aguas negras; R= Riachuelo; PTAR= Planta e tr
residuales (Tomado y modificado de Quintero-Castarieda, 2014).

mienta de aguas
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la identficacion realizada por el sistema
automatizado de MicroScan” (Tabla 3) y los perfiles de resistencia antimicrabiana

de los 45 aislados (Mondragon et af, 2011},
Tabla 3. Caracteristicas de los diferentes aislados obtenides en la zona
contaminada del rio Mololoa
Vo de Especie T W Eepecic e
cepa cepa
Wien7 | Kbl so7 R End Ermeraecier =
Wb 2 | Febsena s | Ens G ™
Wieb-d | Wabsila poetmoniae | AN | EnE Entarobactar sy R
Wieod | Keawers prevmonas | AN | E e R
‘ Kleb& Kiebsiella spp. R En-8 Enterobacter sp. R
[ReoS | Reswlion R Ao | Adhomdbedterse N
Wb 7 | Rebselsomiozs | AN | Acz | Achomctacter s N
Roos | Rebsala proumonse | AN | Ay | Adhveraaersn A
Wb | Kbl praumonas | AN | Aed | dchombecierss N
Wieb-10 | Kbl pravmonas | T | A Rehramoadier 5 R
Wieb-11 | Kibsioll preumonias | AN | Ace | Achromobactersp. =
Wieb 17 | Kiebsiol preumonaa | x| AcT | Achromobaciarss s
Kiow13 | Riebsiola preumonas | Tx | AcS Chomabacier . =
Escherchia s AN ACS | Achomobacier s N
Eschenciia sp R AcT0 | Achremosacter s ™
e e = e 5
Escherichia sp. Lx robacler sp. Lx
Eschenchia sp. Lx Lx
= Eschemchash T u
= Eschenchiasp T3 e 3
En-1 Enterobacter sp. R Y1 o |
(&2 | Enterobactorsp S R
End | Eembaciers R

= Lugar de eslamiento,
municipa

5.2 Concentracion minima inhibitoria (CMI)

Para determinar la CM se uiizaron las sales de arsénics de Na:HASO
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&n Ias concentraciones 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 600 mh y NaAsO;
para Aslii'y 3,5, 7, 12, y 15 mM, tocas en agar bactencldgico; acemas se incluyd
una placa conirol sin arsénico Las placas se incubaron a 3/ °C duranie teda la

noche. La concentracién minime infibitoria (CMI) se delerming & parii: de la mayor

concentracion del agente selectivo en la cual sc inhibio el crecimiento (Mondraqon
et al, 2011). Como control de sensitilidad se uso la cepa de E coli J-53 (Pra’,
Met" y Rif, AsilI®, AsV*, $b%) donada por laboratorio de Resistencia Bacteriana del
Instituto Nacional de Szlud Pablica (INSP)

5.3 Obtencién del ADN genomico

Se llevé & cabo de acuerdo a la metodologiz modificada de choque térmico
planteada en el manual titulado " Shorts Protocals in Molecutar Biology” (Sambrook
et al,1989). Un tuno eppendorf con 100 pl de agua destilada estéril se inoculd

ura de

con una asada de la cepa prablema, posteriormente se llevd a tempe
ebullicion durante 10 min. Al terminG de este lapso se sometié el 1ubo con la
muestra a -20 °C durante 10 min; se repiieron los dos Gltimos pasos y
posteriormente se centrifuga a 3800 rpm durante 1 min. Por vltimo sc realizo una

dilucion 107" del sobrenadante y se guardd a -4 °C.

5.4 Identificacion de los genes ars

Se identifica la presencia de los geres arsABC por la 1écnica de PCR (Reaccion

en cadena ge la polimerasa), se utlizaron los oligonucl

desciitos en Ia tabla 3 (Saltkov y Olson, 2002}

Para la amplificacion de 10s genes ars (ABC) se _liizo par mezcla o8 reaccion un

volurmen total de 25 L. Se empled 2 ul de ADN molde, buffer 1X (10 mi Tris-HCI

(pH 8.3)] gentd), 200 uht tifosfato (GNTPs) | g6,
2 mM MgCl (Invitrogen®), 25 pmoliul. de cada oligenuc eatido (Invitrogens)

(Tabla 4) y t U de Taq polimerasa (Invitrogen®). Los productos de PCR se

separaron en un gel de agarosa al * % a 90 V par 80 min, se verificé el tamafic del
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ADN amplificado con el marcador de tamario molecular 1 kb ADN Ladder (Gene
Craft) (Saltikov y Olson. 2002)

Tabla 4. para realizar la de los genéticos
arsA, arsBy arsC por la técnica de PCR

Gen | Oligos Secuencia de Condiciones Tamano
oligonuclectidos pb
£

-3)

A F TCCTGGATTGT TCrT 5aC/5 min
arsA 94°C130 seq
58°C/0 seg 189
arshR 72°C130 seq
ATCTGTCAGTAATCCGGTAA 72°CiTmin
Durante 32 ciclos
B F [ TATIGTC ST mn
arsB 94°C130 seq
59°C130 seq 219
arsB-R GTCAGAATAAGAGECGCACC 72°Ci30 seq
72°Ci1 min
Ourante 35 ciclos
arsCF | GIAAT: G S4°CT5 min
arsC 94°CI30 seq
50°C/30 seg 70
arsCR | GTAATACGCTGGAGATGATCCG 72°C130 seg
72°C17 min
Durante 35 ciclos

ares e bases,

eguncos, m

finutos. pt

5.5 Aislamiento de plasmidos

Con la finalidad de conocer la presencia de plasmidos en nuesiras cepas se
realizo Ia extraccion del ADN plasmidico por el método de lisis alcalina descrito por
Kieser (Kieser. 1984). Las cepas se sembraron en 3 miL caldo Luria-Beriani (LB) y
se incubaran (Incubadora con agitacion Environ 0303-1828) a 37 °C con agitacién
durante toda la noche. Los cultivos se centrifugaron (Centrifuga marca Eppendorf
5452XJ043219) 2 3,500 rpm durante 4 min, el sedimento se resuspendio en 400
1L de solucion I (Sacarosa 0.3 M, EDTA 25 mM, Tris 25 mM pH 8.0). se mezclo
con ayuda del voriex (Gene 2 400624). Se adicionaron 100 L de isozima (10

mg/mL), se incubé en hielo 30 min. Posteriormente, se adicionaron 250 L de la

0
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solucien I} (NaOH 0.3 M, SDS al 1 %), se homogeneizs y se incubé en
Termobloque (Labnet) a §5 °C durante 30 min. EI ADN se extrajo con 80 L de

fenol-clarofor

se cenlrifugs durante 20 min a 4 °C. Bl patrén plasmidice

corri6 en un gel de agarasa al 0.8 % tefida con bromuro de sudio en una camara
de electroforesis (Thermo Scientific 240616) 2 90 V por 3 haras, el gel se observe
bajo luz ultravioleta (Trasluminador BENCHOTOP UV 01810-001). Gomo
marcadores de peso molecular se utiizaron los siguientes plasmidos REK (40 kb),
RP4 (51 kb), RI (34 Kb) y la SHV-4 (275 kb) donados por labocatoria de
Resistencia Batteriana def Institulo Nacional de Salud Publica (INSP).

5.6 Electroforesis por campos Pulsados (PFGE)

Para la determinacion del patén de resticcion mediante PFGE, se utilizd el
método descrito en PulseNet (wy

tional.org), de acuerdo al

protacolo que se describe en los siguientes parrafos.

5.6.1 Formacién de bloques de agarosa para PFGE

Se inoculd una asada del cultivo seleccionado en un tubo con 4 mi de caldo Luria-
Bertani y se incubd de 14-18 horas a 37 °C con agitacion de 150 rpm. Después del
tiemo de incubacion se centrifugd toda la muestra a 13 000 rpm por 2 min en
tbos eppendorf de 1.5 mL previamente eliquetados con el numero de cepa. Se
recupers el precipitado y  se pracedié a resuspender con 500 L de buffer de
suspension celular (CSB) (100 mM Tris-HCI, 100 mM EDTA, pH &.0) para efectuar
103 lavados. Una vez homageneizacs la muestra, se centrifugo el tbo eppendorf a
130C m por 2 min, se tro la solucidn y se usd nuevamente el pellet bacteriano
Este lavado se realiz 3 veces. Se resuspendia el precipitado en 200 pl de Buffer
CSB frio. Se determing la absorbancia DOgc. de cada uno de Ios cultivos de la
siguiente forma:

a. Se coloct en celdas de plastico 1 ML de buffer CSB y 5 1L de ca

euliivo bacteriano.
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b. Posteriormente en una placa para ELISA, se coloco en cada pozo
200 4L de la preparacion de la celda de plasiico; se dejo el primer
po2o solo con el buffer CSB como blanco,
€. La lectura dptica se realizo de manera automatizada mediante el
programa Magellan 4.
Una vez obtenida la lectura se hace un ajuste para que la densidad optica (DO)
final sea de 0.5. por medio de la siguiente formula

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

Se agrego el volumen calculado a cada tubo eppendorf para tener el ajuste final
de 0.5 DOszon. Se realizé un nuevo ajuste de DOgs, de 145, para lo cual en un
tubo eppendorf se agregaron 105 uL de la suspension de 0.5 DOgzoyr y 195 L
del buffer CSB frio. Posteriormente se agregaron 15 ul de Proteinasa K (20
mg/mL) (Macherey-Nagel) y se incubs & 50 °C en bao maria Durante esta
incubacion se colocs cinta transparente por absjo 2 los maldes para los bloques
de agarosa y se eliquetaron para cada ceno bacteriana Posteriormente, se
colocaron sobre un vidrio y fueron iradiarlos con luz UV por 2 minutos.  Se
agregaron 300 L de la suspension 1.45 DOz & 105 tubos eppendorf y 300 L.
de agarosa SeaKem Gold (Lonza) con 1 % de SDS a 50 °C. Se vertio
inmediatemente esta mezcla en los pozos de los bloques de agarosa con ayuda
de la micropipeta y se evito la formacion de burbujas a la nora del vaciado. Se
prepararon 5 bloques de agarosa por cada mezcla de suspension bacleriana, se
dej6 gelificar en refrigeracion (4 °C) por 5 minutos

5.6.2 Lisis celular y desproteinizacién de los bloques de agarosa

Se vertieron los 5 bloques de agarosa en un tubo Falcon de 50 mL previamente
efiquetados con el numero de cepa. Para sacar los bloques se retiro la cinta
colocada en la parte inferior de los moldes y se empujaron por arriba para ser
sacados sin dafios. Se agregaron 5 mL de Buffer de lisis (50 mM Tris-HCI, 50 mM
EDTA, pH 80 + 1 % N-Sarcosi) y 25 uL de Proteinasa K (20 mg/mL), se
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incubaron a 50 °C en baflo maria durante 24 h. Una vez transcurridas las 24 h de
lisis celular, se realizd una segunda desproteinizacién por lo que nuevamente se
adiciont buffer de lisis fresca y se incubo en el bario maria a 50 *C toda la noche

5.6.3 Lavados de los blogues de agarosa

Se desecho la segunda solucion de desproteinizacion con ayuda de una gasa. Se
adicionaron en el twbo Falcon 50 mL de buffer TE a 50 °C y se coloco en el
agitador basculante a una velocidad de 5 rpm por una hora. Transcurrida la hora
de lavado se vacio el buffer TE con ayuda de una gasa y se repitieron los lavados
por seis ocasiones mas. Se decantd el Gltima lavado y se adicionaron 30 mL de
buffer TE, se almacenaron en refrigeracion a 4 °C hasta que se colocd la
restriccion del DNA

5.6.4 Restriccion del DNA bacteriano en los bloques de agarosa con
la enzima de restriccion Xbal

Se etiquetaron tubos eppendorf de 1.5 mL con el numero del culivo; se utlizaron
11 cepas en cada corida de gel, asi como 4 cepas contol de Saimonelia
braenderup H9812 (ATCC® BAA-664™). Con ayuda de un asa se removio el
bloque de agarosa del tubo Falcon y se colocd en un portacbieto previamente
desinfectado con etancl al 70 %. Se corto 1/4 del bloque de agarosa con ayuda de
un cubre objetos y se coloco en el lwbo Eppendorf. Una vez aue se tuvieron los
blogues de agarosa cartados se prepar6 una dilucion 110 del buffer H 10X (500
mM Tris-HCI pH 7.5, 100 mM MgCl 10 mM Dithiothreitol (DTT) y 1M NaCl)
(Invitrogen) de acuerdo a la tabla 5.

Tabla 5. Proporcion de buffer H en funcion del nimero de blogues de agarosa

Reactivo: L/ trozo de blogue de. L/ 15 blogues de
agarosa agarosa
Baffer H 0 150
“Agua esionizada esteAl e 1350
Valimen finat 100 1500

L= Micraliro
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Se adicionaron 100 uL de la solucion buffer H 1X a cada tubo eppendorf de tal
manera que 1/4 del bloque de agarosa quedara cubierto. Posteriormente se
incubaron los tubos eppendorf con las 11 cepas problema y los 4 controles de S.
branderup H9812 en un bafio maria a 37 °C por minimo 30 min. Despucs de la
incubacién. se deseché el buffer y nuevamente se prepard ef buffer H en solucion
1X con la enzima de restriccion Xbal (Roche) aue reconoce la secuencia
(5"T*CTAGA3") (Invitrogen) (Tabla 6)

Tabla 6. Proporcion de buffer H y enzima de restriccion en funcion al bloque de
agarosa a utilizar

‘ Reactivo 1L/ trozo de blogue de BLI15 bloques de
agarosa agarosa
Buffer H
Agua desior izana esterl &7 1308
Enzima Xpat (10 Uialj 3 [
Vot fine 700 500
AL= Wirore, U Unidades

Se agregaron 100 yl de Ja solucion el ouffer H con fa erzima a cada lubo
Epgendorf. de tal manera que el 1/4 cel bloque de agarosa quedara cubicrlo y se
incubd en bafo Maria a 37 °C durante 24 h

5.6.5 Elaboracion del gel de agarosa

Se prepararon 100 mL de agarosa Seakem Gold al 1 % en un frasco con rox

previamente estéril v se coloct en un bafio maria a 54 °C para evitar su
gelificacién. Una vez que se tuvo la agarosa fundida se sacaron los tubos
eppendorf def bafio maria y se removid e} buffer con enzima de restriccion de los
lubos. Se armé y equilioro el molde para la camara de electroforesis,
posteriormente se colocaron (0s blogues de agarosa en la punta de cada diente
del peine. Los blogues control de S. braenderup HI812 se colocaron en los
dientes 1,5, 10y 15 una vez que se situaron los 15 blogues de agarosa se relird
el sobrante de buffer de restriccion can ayuda ce un pasel fitrc. Se colocd €l oene
en posicion vertical sobre el molde de gel y se corrobord que los blagues de
agaresa cstuvieran en su posicion y quedaran pegados a la base del mold. Con
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ayuda de una micropipeta se agregd agarosa sobre los bloques de tal forma que
se quedaran pegados al peine. Se dejo geliicar por 15 min la agarosa
Posteriormente se agregé cuidadosamente la agarosa restante en el molde del gel
y se dejé gelificar por 30 min, se guardé un volumen pequerio ce agarosa (1a 3
mL) para sellar posteriarmente los pozos que dejé el peine. Se equilibrd la camara
de electroforesis para campos pulsados. se afiadio a la camara de 2,200 mL del
buffer TBE 0.5 X, y se coloc el gel en el marco de la camara para comenzar con
Ia electoforess.

5.6.6 Condiciones de la electroforesis por PFGE

Para llevar a cabo la electroforesis de campos pulsados se uliizd el equipo CHEF
MAPPER (Bio-Rad) con las siguientes condiciones (Tabla 7).

Tabla 7. Condiciones de electroforesis de PFGE.

Switch inicial | 216 seq
Switch final 54.17 seg
Tiempo 8h
Voltaje 6V
Temperatura | 12-14 C
‘Seg= Segundos; h= Hora, *C= Gracos centigrados.

Una vez transcurridas las 18 h de electroforesis, se tiid el gel en 200 mL de TE
con bromuro de elidio (1 pg/mt) durante 30 minutos, posteriormente se tomo la
fotografia con el programa de KODAK y se guardo en farmato TIF. Para el analisis
de la foto de los geles se uiizo el programa BioNumerics version 6.0
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6. RESULTADOS y DISCUSION

6.1 Aislamientos ambientales

Se trabajaron 45 aislamientos ambientales de los cuales el 26.7 % pravino del sitio
Aguas Negras, 46.7 % de lixiviados de residuos sélidos municipales y el 26.7 % de
Riachuelo. En cuanto a la clasificacion por género, el mas frecuente pertenecio a
Kiebsiefla spp., con un 28.9 % y el menar con ua 2.2 % pertenecio a los géneros
Pseudomona sp., Yokenelia sp.. y Kiuyvera sp., como se muestra en la figura 10.
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Figura 10. Frecuencia porcentual de aislados ambientales. Pseudomona sp.,
Yokenella sp.. Kluyvera sp.. Gitrobacter sp., Yersinia sp., Escherichia sp., Enterobacter
spp.. Achromobacter sp.,y Kiebsiclla spp.

La elevada frecuencia de aislamiento de Kiebsielia spp, puede deberse a que es
un género bacteriano que esté presente de forma natural en ambisntes acuaticos
Ademas, son excretados en las heces de humanos por lo que se detectan con
facilidad en aguas contaminadas por aguas residuales (Chiroles-Rubalcaba et af.,
2007 Echeverri-Toro y Catafio-Correa, 2010). Sin embargo, aunque es una
género ubicuo no siempre esta presente en ambientes contaminados por arsénico
y esto lo podemos observar en lo reportado en 2007 por Rokbani-Achour y
colaboradores, quienes trabajaron con 41 aislados ambientales resistentes a
arsénico en los cuales no estuvo presente Kiebsiella pero si el género Escherichia
Por atca parte, se ha demostrado ue dentro de las especies del género Kistsisla,
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K. pneumonize, es de las mas fracuentes en ambientes acudlicos (Podschun et
al,, 2001) y ain son capaces de expresar mecanismos de virulencia tanto cory

las aisladas de nosocomios.

| A partir e ambientes acuaticos s hen aislado algunas clonas ce K. pneumonias

que contienen plésmidos con genes de resistencia a antibioticos como

g -lactamicos, aminoglicosidos, quinolonas entre
otros. Lo anterior es particularmente interesante, ya Gue Iz informacian de
resistancia se localizé dentro e un ransposén semejante a Tnd (Zurfluh ot &l
2014), lo que podria sugerir la posble presenca de otros determinantes de
resistencia, por ejemplo @ MP, ademas de su dispersion por transferencia

harizantal. En consecuencia, cabria la posibiidad de que algunas de fas donas

con estas caracteristicas, jugaran un papel de re:

vorios naturales dinamicos en
Ia transferencia de mnformacion, ademas de putativos candidatos seleccionados
por I presin de agentes como antibiéticos y metales pesados. Aun mas, aislados

clonales de K. pneumoniae han mostrade su alta capacidad de dispersicn y

permanencia, ya que ha sido posible identificar la misma clonalidad en cepas de

Korea, ltalia y Estados Unidos (Lee et af,, 2014).

6.2 Concentracién minima inhibitoria de las proteobacterias

La figura 114, indica la frecuencia porcentual de los distintos géneros bac

os
a la concentracion minima inhibiteria a arsenito, del tatal de las 45 proteobacterias
analizadas. £18.9 % (4 de 45) fueron sensibles a las concentraciones utiizadas en

el ensayo, ya que no existi crecimiento. La CMI para la mayoria de las cepas

(46.7 %) fue de 12 mM y solo el 6.7 % presenta una CMI de 15 mM Estos
resultados son muy similares a lo informada por Ordoriez ef al, 2005 ya que la
CMI de mayor prevalencia para Aslil fue de 12 mM. En comparacion Branco et
al, 2008, sedalan una CMI de 50 mM para Asllt muy superior a lo reportado en
este trabajo.
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Figura 11 Frecuencia parcentual de los aislados segiin la concentracion

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

inima inhivitoria para arsenato.

Esta variabilidad en la CMI puede ser debida 2 la concenlracion de arsénico
presente en el lugar de aislamiento, esto lo podemos observar en lo informado por
Liao et al, 2011, quienes trabajaron principalmente con gammaproteobacterias
provenientes de un lago en Taiwén que presenta una concentracion de arsénico
entre 0.3 2 0.78 mglL, y definen como resistericia a As a las cepas que crecen en
presencia de Aslil 2 mM, Ademas, reportan una CMI de 5 mM, estos valores
difieren a o informado en este trabajo, ya que s reporta como resistente a las
cepas que crecen a partr de Asill 3 mM hasla 15 mM. En el caso de Ia zona de
esiudio, Zambrano-Cardenas y colaboradores (2011) reportaron que la
concentracién promedio de arsénico en el material terrigeno de la cuenca del rlo
Molaloa fue de 10.8 mg/L, muy superior al contenido promedio de la corteza
continental (1.8 mg/L). Esta elevada concentracion de arsénico en el medio nos

proporciona una posible explicacion a las distintas CMI, ya que Una concentracion

elevada del contaminante se podria relacionar con la presencia de un mayor
nimero de genes invalucrados en la resistencia al metal (Fernandez et al., 2014),
en un elevado nimero de operanes presentes en mullicopias dentro de un
plasmido (Maciaszczyk et al., 2012) o en Ia presencia de promatores fuertes que
permiten una alta expresion del operon (Orddriez et al., 2005).
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Sin embargo, existen evidencias de la presencia de bacteras resistentes a
metales pesados, en ausencia del conlaminante ambiental (Karbasizaed el al
2004). Lo anterior suele ser frecuente en aislados nosocomiales. los cuales

conservan lns genes de resistencia 2 diversos metales pesados. ya que susien

Inseros en o por secuencias de insercidn,
los que ademés contienen genes de resistencia a antivicticos (Garcia-Fernandez
et al, 2012). Por olra parte, nuestros aislacos, tambign han mostrado resistencia a
olros metales pesados como Cd. Te, Gr, Zn, Co (Segura-Bransfora, 2010; Celis-
Limén, 2013; Gomez, 2008). No cbsiante, 1a presencia de 10dos estos metales no
ha sido determinada enla zona

En el 2006 Mateos y col., reportaron una elevada resistencia a arsenito (60 mid) y
arsenato (400 mM) en fa cepa Corynebacterium glutamicum debido a la presencia

de dos operones ars. Por su parte, an 2011 Mallado el al, relacond Ia frecuencia

de aparicion de los genes arsABC con distintas concentraciones de arsénico
presente en los sedimentos de cuatro diferantes seclores del rio Camarones en
Chile. Aunque en los cuatro sectores existio 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 Aslll) y
presentaron los tres genes del operon ars en el 714 % (5-7) de las cepas
provenientes de este lugar. Lo que indica una posible relacion entre

a
concentracion del ambiente con la expresion de los genes ars lo que le permite a
estas bacterias sobrevivir en dicho ambiente

En figura 118, se Indica la frect

oncia porceniual que presentaron las 45
prolecbacterias segun fa CMI de & arsenato, Se puede observar que solo &l 15.6
% (7 de 45) fue sensible a las concentraciones ullizadas en &l ensayo. La CMI
para la mayoria de las cepas (26.7 %) fue de 500 mM y sclo una (2.2 %)
perteneciente al género Klebsislia spp. presenta una CMI de 600 mM. Estos
resultados se asemejan a lo informado por Rokbani-Achour et al, 2010 y Ordones
ef al, 2005, ya que la CMI para AsV que determinaron fluctud entre 400 y 500
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mM, a diferencia de lo reportado por Branco ef al, 2008, quier manejo una CMI
de 200 mM muy inferior a lo oblenida en este trabajo.

De acuerdo a los resultacos ce Yang ef al, 2013, se propone que la alta
resistencia @ arsenato puede ser debida a la presencia de genes para tres
arsenato recuctoras (arsCY, arsC2 y arsC3) y para Uies lransportadares
transmembranales de arsenito (arsB1, arsB2 y arsB3), estos genes fueron
encontrados dentro del mismo genoma en una cepa de Ochrobactrum (CDB2)

aislada de una zona contaminada por arsénico en South Wales, Australia

Por dlimo, la magnitua de resistencia a MP, es el reflejo de la concentracion de

los MP presentes en la zona yio de la presencia ce plataformas genéticas como
los ransposones. que permilen su permanencia dentro de la poblacion. Por lo
anterior, la presencia de bacterias resistentes a cierto MP, no es indicativo de la
presencia de dicho metal en el ambiente. De igual forma, se debe enfatizar que el
fiesgo potencial de la dispersion de dichas caracteristicas debe ser evaluado en
cuanto a describir la naturaleza de su contexto genético, esto es: si se encuentran
formado parte de plataformas genéticas moviles, con fo cual el riesgo de
dispersion y enlas se incrementa. De igual

forma, se debe considerar que generaimente viajan dentro de estas plataformas
genéticas, genes de resistencia a antibioticos. Ademas, se ha reportado genes de
virilencia a nivel plasmidico (Villa et al, 2010; McCartny y Lindsay, 2012). Lo
anterior, tendria serias repercusiones en salud publica debido a que ‘al plasticidad
en los genomas bacterianos por el intercambio genetico horzontal facilta 2
aparicion de nuevos patogenos (Rasko et al. 2011),

6.3 Determinacion del perfil plasmidico

La extraccion plasmidica revels que el 88.9 % (40 de 45) de los aislados
presentaron al mencs un plasmida (Tabla 9-13). Ei tamaio delerminado del
piasmido mas pequerio fue de 49 ko y el de mayor tamania fue de 513 kb. Sin
embargo. se observo la presencia de plasmidos que no fueron regortados en este

@



ipificacion de i a Arsénico
Resultados y Discusion

trabajo debido a que se presentaron muy por debajo del Gltimo marcador de peso
molecular (40 kb). Estos plasmidos probablemente estaban en forma
superenrroliada lo que les permitid avanzar mas rapidamente en la electroforesis
comparado con el avance que tiene la estructura plasmidica relajada (Ausina y
Moreno, 2006)

La presencia de estas estructuras genéticas ha sido reportada lanto en bacterias
de origen nosocomial como ambiental, su importancia radica en que pueden ser
conjugativos y realizar transferencia honzontal entre las bacterias, lo que
promueve la diseminacion de un gran nimero de genes de resistencia que le
pueden permitir a los microorganismos sobrevivie en ambientes adversos. La
transferencia puede producirse entre células de =spar.cs ylo géneros ci‘arentes, y
capacita a la célula receptora de funciones que iniciaimente no estaban presentes,
tales como la resistencia a multiples antibioticos y a metales pesados (Huang et
al,, 2012, Atencio et al, 2005)

Existen evidencias de que algunos plasmidos que han sido aislados de K.
preumoniae de origen nosocomial, presentan ademés de genes de resistencia a
B-lactamicos, operones y genes de resistencia a metales como mercurio, plata
cromo y arsénico los cuales se han localizado flanqueados por secuencias de
insercion (Garcia-Fernandez et al, 2012). Entre los plasmidos que han sido
citados con relevancia en resistencia antimicrobiana, se encuentra un plasmido de
220 kb con tamaria semejante al que se determing en la cepa Kleb10 (Tabla 9)
(Sandegren et al., 2012). Incluso, ha sido posible determinar la presencia de
transposcnes y similitud en el contexto de los genes transportados a través de
estas plataformas genélicas dentro de plésmidos conjugativos en especies como
K. preumonia y E. coii. Lo anterior, subraya la importancia de estos elementos
extracromosomales como vehiculos de dispersion de informacion pertinente ante

Ia presion selectiva que ejerce el ambiente (Chen et al, 2014).
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De igual forma, ' bicr. desconacemos fa informacion genstica de Ibs olésmidos
que contienen nuestros aislados, sabemos gue muchos de elos preseniaron
resistencia a diversos antivicticos y al menos dos de estos aislados fueron
capaces de lransfeiir Ia resistencia por conjugacion a Aslll y AsV & la cepa
sensible de E. caii 63 (Mondragon et al, 2012} La imporancis y reperc.sion
potercial de la transferencia horizontal (TH) de la informacion genétr.a. se puede
apreciar de forma preliminar al menos en dos resultados iniciales que sc han
obtenida en otros aisiaos de la zona de estudio se etermind Ia presencia de los
genes de virulencia de Enterococcus faecalis asal, gelE y esp, en uno de los
aislados de £ cloacae (Gutiérez-Meza, 2013) y se determing la presencia de
genes de virulencia de £. coli papD y neuC en la cepa En-1 (Tatl: 12). Lo

far

anterior, abre nuevas inlemogantes que apuntan hacia la busqueda de ¢
genéticas y mecanismos de dispersion que den cuenta de la IH que ocurre de
forma gindmica en la zona de estudic. El hecho de que nuesiros aisledos
presenten una gran variedad de tamanios plasmidicos, ademas de los hailazgos
mencionaccs, permiten plantearse la hiplesis inicial presuntiva de que son eslos
elementos exiracramosomales, los vehiculos por medio de los cuales la

informacion genética idenl

cada en este estudio, se dispersa entre ia microbniota

autéctona.

6.4 Identificacion de los genes arsA, arsB y arsC

A las 45 proteobacterias (Tabla 3), se les realizaron ensayos de PCR «uii los
oligonucledlidos especiiras para los genes arsA. arsB y arsC, para identificar la

eron ars. En la tabla 8 se descibe la frecusncia

presencia de las genes del o
porcentual del nperdn ars que se presento en cada uno de los nueve géneros

analizados en udio.
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Tabla 8. Frecuencia porcentual del operon ars en los géneros ambientales

Gendel | Kieb | Es Ye [ Cf | En| Ac | Ps | ¥r | Ke
Spaen (%) %) (%) | (%) | (&) | (%) | (%) | (%) | (%)
arsA [ %3 | 0 q 0 0 G 0] 0

arsB | 846 | 714 | 100 | 100 | 100 | 90 0 [ 100 | 00

arsC | 308 3 50 | 100 |875] 50 0 [ 100 [ 100

Kiebsiela, Err= Enferobacter; K
Pseudormon sp. Kc= Klupvera sp

Ec= Escharchia 50, K Tyvera, Ac= Achromobacter y Va=

fersinia entorocolitica, Ps

Solo &l género Pseudomona sp. no presentd ningdn gen del operan ars y por el
contrario en Eschericha se enconiraron los tres genes ars De acuerdo al
resultado obtenido, solo un aislado (2.2 %) de las 45 cepas presentd el gen arsA
(Figura 12). Se debe senalar que se trata de una E. coll que también presentd a
arsy arsC

Este resullado es muy similar a lo informado por Sunita-Lakshmi et al, 2012,
quienes sefialan el genotipo arsA en 3 de 44 cepas resistentes a arsérico,
probablementa esto sea debido a que la bomba de expulsion ArsB puede obtener
Ia energia mediante un proceso quimosmdtico, par o cual, no es fundamental la
presencia de la ATPasa ArsA (Mukhopadhyay et al., 2002; Cervantes ef al,, 2006).

Figura 12. Gel de agarosa (1%) utlizado para la separacion del producto de PCR del gen
arsA (189 po). carmi 1: MP 1 kb DNA Ladcer. 2, cepa Ec-; 3, control (-

Cabe mencionar que los aligonuclestidos seleccianades incluye una region del
gen arsA que codifica uno de los tres residuos de cisteina que forman el sitio de
union al Aslll dentra de la proteina ArsA, esta caracteristica los hace idaneos para
la identificacian de ArsA en las enterobacterias (Saliikav y Olson, 2002).

Para la expresion de ArsB fueron positivos el 867 % (39 de 45) de las

proteabacterias (Figura 13A). Esta proteina le brinda a dichas bacterias resistencia
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a Asll. ya que le perrite expulsarlo del citoplasma celular (Rosen, 2002) En el
caso de las cepas resistentes que no presertaron arsB, la resistencia a arsenito
puede estar conferida por Ia presencia de la enzima redox arsenito oxidasa que
oxida e} Aslil a ASV, y que ha sido reportada tanto en baclerias halerdtrofas,

Y Quil (P: o lez et al., 2013) 0 a la

presencia de la bomba de expulsion Acr3 (Rokbani-Achour et al, 2007: Aaltonen y
Silow, 2008; Nakajima et al,, 2013).

De acuerdo a la secuenciacion del genome it se informo que la

proteina fransportadora de Aslll denominado Aud s encuentra e miembros del
género bacteria. aruea y hongos o que sugiere aue Acr3 predomina sobre ArsB,
misma que, se ha arcontrado sola en Bacteria y Arquea (Mansaur ef i, 2007; Fu
et al., 2010; Villadango et al, 2012, Maciaszozyk et o, 2012)

o £t Ee2 Cit G2

25050

A 8
Figura 13. (A) Gel de agarosa (1 %) utlizado para la separacién del producto de PCR del
gen arsB (219 pb). carril 11 MP 1 kb ADN Lacder: 2, capa En-2; 3, cepa En-6: 4. cepa En-
7. cepa En-4: 8, cepa CF-1; 9, cepa CI-2; conirol (). (B) Gel de agarosa
{1%) utiizado para ta separacian del producto de PCR del gen arsC (370 pb). cartil 1
MP1 Kb ADN Ladder: 2, cepa En-2; 3, cepa En6: 4, capa En-7, 5, cepa En-4; B, cepa Ec-
“,7. cepaEc-2,8 . cepa CI-1: 8, cepa Cf-2, control [-)

De |
(Figura 138). presef

arsenato reductasa lo que explica 2 resistencia arsenato. Sin @mbargo, el resta de

45 prolechactenas analizadas en este trabajo solamente 23 (511 %)

aron arsC aue codifica para la enzima citoplasmat

las cepas resistentes puede tener la presencia de alguna de las otras arsenato
reductasa reportadas a nivel plasmidico y cromosomal (Kaur et al. 2009; Rosen,
2002: Messens y Silver. 2006; Escudero, 2009; Bachate et al,, 2009). La reduccion
micrabiana de arsenato ha sido reportada en numerascs géneros  como

Alcal . . Bacillus, D h
Enterobacter. Thausrs, Cyanobacterias y en bacterias reductoras de sulfatos

wia de tres famifias

(Campos et at., 2007). Ademas se ha informado de la exist
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de arsenato reductasas en bacterias flogenélicamente  diferentes, esto
proporciona la posibilidad de que la resistencia a AsV sea mediada por una ArsC
que no pertenezca a fa famila de las arsenato reductasas dependientes de
glutaredaxina (Gr) y glutalion (GSH]

6.5 Genotipificacion de las proteobacterias por PFGE

La obtendion de las heellas moleculares de los 45 aislados bacterizncs para su
definicion clenal se llevt a cabo mediante la técnica PFGE. Se utilizo la
endorucleasa de resticcicn Xbal ya que estudios previos la serfalan como la
adecuada para la caracterizacion genolipica de enterobacierias al producir
patrones de bandas fAdimente interpretables (Ribot et af, 2006, Badri et al,, 2009
Goering, 2010)

Con el objeta de canccer la relacion existente entre las cepas estudiadas, los
patrones de PFGE. se analizo el nimera y el tamario de los fragmentos generados
por la restriceion enzimética. Lo anterior se realiz de acuerdo a la interpretacion
propuesta por Tenover y colaboradores (1995), lo que permite discernir entre tipos
y subtipos de clonas. De manera que, los aisiamientos fueron considerados
idénticos si tenian el mismo patrén de bandas. Se asigné a una cepa un genatipo
diferente, cuando el pairén de bandas diferia del resto en mas de tres bandas. Si
la diferencia entre &l numero de bandas era de una a tres se considerd un Subtipo

(Valero-Leal, 2012)

Posteriormente se realizo un anlisis bioinformatico mediante el programa

BioNumerics versian 6.0 que analiza los patrones de macrorestriccion. Ef primer
paso fue calcular el coeficiente de similitud mediante el algoritmo Dice que se basa
en la posicion de las bandas. Cuanda se ha defindo la towalidad de bandas

presentes, se determina su presencialausencia en cada una de las cepas, esta

comparacion de los patranes de restricoidn permite estal la posible relacion

genética entre los aislamientos (Coll et af, 2005). Posteriommente los elementos de

a matriz fueran sometidos a analsis de agrupamientos por la técenica del algoritmo
de emparejamiento de bandas sin ponderacion can base en pramedios aritméticos
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(UPGMA, del inglés Unweighted Pair Group Method With Arithmetic Averages),
que utifiza un secuencial. La on y de las.

relaciones de manera decreciente con respecto a la similitud permitio una
variacion de 1.5 % en la posicion de la banda, 1o que generd un dendrograma de
los géneros analizados (Figura 14).

Figura 14. Dendrograma derivado del agrupamiento por UPGMA entre los patrones
PFGE de las proteobacterias. Saimonelia Branderup H9812 fungio como marcador de peso
molecular. Es= Escherichia sp; Kieb=_ Klebsiafla; En= Enterobacter; Kc= Kluyvera, Ac=
Achromobacter y Ye= Yersinia entorocolllca.

Se observé una gran variabilidad ce patrones de restriccion debido a que se
trabajé con distintos géneros bacterianos. Sin embargo, s observaron diferentes
dlusters los cuales podrian ser clonales. Para saberlo se agrupd y evaluo de
manera independiente cada género (Tabla 9-13)
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6.5.1 Analisis de PFGE para el género Klebsiells spp.

El analisis de PFGE por BioNumerics version 6.0 de los patranes d: resticcion del

génera Kiebsielias spp. (n=13) produjo 10 perfiles de restriccién de los cuales 3

50N grupos de clonas. En Ia tabla 9 se muestra el perfil de resincic ohtenida por
PFGE, ademés ce las caracterislicas fenatipicas y genotipicas de cada capn

€l primero grupo de clonas esta integrado por los aisiados Kieb-1 y Kieb-2,

presentaron la misma huella genetica con un porcentaje de similitud del patrdn de

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

mismas caracteristicas genotipicas y fenolipicas, la unica diferencia es que
orovienen de diferentes lugares de aislamiento, lo que nos indica una posiole

movilidad en el ambiente. €1 grupo 2

esta integrado por Kieb-3 y Kleb-4. por su
parte, el grupo 3 1o integra Kieb-5 y Kleb-6, ademas de presentar las mismas
caracteristicas genélicas {Tabla ) s2 debe sefialar que estos orupos presentaron

sctiva clona.

olésmidas con el mismo peso molecular a su re

Independiente a los 3 grupos clonales formados, Klebsielia spp. presentaron siete
aislados con su propio patron de restriceion. Este resultado lo ubico como el

género con mayor diversidad genética. Esta diversidad puedo ser ocasionado por

dos hechos genéticos independientes, ya sea insercion/deiecion de ADN o
pérdidalganandia de lugaras de restrccion (Valero-Leal, 2012}

De acuerdo a los resultados obtenidos para el peso molesular plasmidico {Tabla 9-
3} el género Kiabsiella spp. fue el que presentd mayor diversidad en e) peso
molecular de sus plasmides. Esto nos Indica la existencia de plasmido distintos

pero del mismo grupa de incompatibilidad (Taylor y Grant 1477 Funnell, 2005).

para I

Mo onstante que el andlisis PFGE, es la técnica por excelenc

determinacion de la donalidad, en la actualidad para una ceterminacién mas

sensible en casos de brotes clinicos se han propuesto anexar olros estudios coma

&l polimorfismo de un salo nucledtido, plasmidos asociados y MLST (Lee ot a
2014).
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6.5.2 Analisis de PFGE para el género Escherichia sp.
En el género Escherichia se identficaron res perfics de restriccién, siendo dos de
ellos posiblemente clonales (Tabla 10). El perfi 11 est integrada per Es-1, Es-2
ambas cepas presentaron el mismo patrén de bandeo con un cociciznte de
similitud del 100 % lo que las clasifica como relacionadas genélicamerte como

clonas. En este m

o perfil se encuentra Es-3, con una simitilud de 76.9 % al
perfil 11 por lo que se dlasifica como perfil 114 debido 2 que su patron de PFGE
difiere en dos bandas del patren del perfil 11. Esta diferencia suele deberse a
cambios consistentes con un Gnico suceso genético. es decir, una mutacion
puntual o una insercionidelecion ce ADN. Ademas, se debe sefalar que aunque
las tres presentaron la presencia de lasmicos, solo Es-1y Es-3 compartieron un
plasmica de 217 kb For lo tanto la diferancia en tamario ce los plasmidos
presentes er Es-1, Es-2 y Fe-3, podria explicar ia diferencia en el pavon oe

bandeo.

El perfl 12 lo integra Es-4, Es-5 y Es-6, presentan el mismo patron de bandeo
{100 % de similitud) lo que las clasifica como cepas indistinguibles, ademas tienen
&l gen que cndifica para la bomba de expulsion ArsB, lo que les permitio compartic
Ia misma CMI ante Aslil (Tabla 10). Los dos grupos dlonales encontrados en el
genero Escherichia sp., provienen de aislamientos oblenidos ce diferentes puntos
del sitio de estudio coma se muestra en el tabla 10. Este resukado de dlonalidac

encuritrada a partir de silios diferentes a nivel ambiental ha sido reportads por
Tanaro y col,, (2013) quienes enconraron clonalidad en E. col oblenidas a parti

de diversas fuentes de agua.

6.5.3 Andlisis de PFGE para el género Citrobacter y Yersinia sp.

Los aislados de Citrobacter y Yersinia estan integrados por dos cepas cada uno y
de acuerdo al rasultada obtenido por PFGE solamente Citrobacter lue clonal pues

comparten entre ellos huella gendmica con un 100 % de similitud y los genes ars
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y ArsC, lo que les permitio obtener la misma CMI para arsenato/arsenito (1zb]
11),

a

6.5.4 Anslisis de PFGE para ol género Enterobacter spp.

€n el caso del género Enterobacter la rapida aparicion y dseminacion de sus
especies productoras de carbapenemasas aunado a la resistencia a arsénico,
representa una amenaza considerable para la atencion de  pacientes
hospitalizadas y para la salud publica. Por ello, se han realizado diversos estudios
con PFGE para determinar la reiacion Genslica y su diseminacion en el medio
(Aschbacher ef al, 2017, Monaragon ef al, 2011). Debido a la impertancia  nive!
salud publica de Jas En'erobacter rsistentes a los carbapenerricns, Heller y col.,
(2012) analizaron 1a relacion genéfica de 33 cepas nosocomiales del género
Enterotacter, los andlisis de PFGE revelaron 3 grupos distintos, el mayor de los
cusles contenia 18 aislados. Este hallazgo pone de manificsto el riesga de

de estos g y su posile en el tiempo

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

spp. Este fue el género con menor diversidad genética ya que se obluvo como

resultado solo 3 perfiles (Tabla 12). El perfil 17 esta integrado por los aislados En-
1, En-2, En-3, Fn-d y En-5. Cabe destacar que En-4 y En-5 provienen de puntos
de aislamiento diferentes al de En-1, 2 y 3 ademas de presentar distintos niveles
de CMI. No obstante todo el perfil 17 fue positivo para arsB y arsG ademas de
obtener un 100 % de similitud de acuerdc al dendregrama obiznide (Figura 14)
Ademas, en 2012 Mondragén y colaboradores reportarcn que les plasmidos de la

cepa En-1y En-4 fueron conjugalivos

Las cepas del perfil 18 presentan las mismas caracteristicas tanio genéticas como
fenofipicas lo que las coloca como cepas indistinguibles de acuerdo a la
dlasificacion de Tenover y col., (1995). Por su parte el perfil 19 solo lo presento la

cepa En-a
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6.5.5 Anilisis de PFGE para el género Achromobacter sp.

Se analizo el perfil de restriccion de diez aislados de Achromobacter sp. Se
observo la formacion de dos grupos posiblemente clonales. El perfil 20 lo integra
Ac-1y Ac2, las que presentan la misma huella genélica. Sin embargo, Ac-2 no
fue positivo para arsC a diferencia de Ac-1. Por su parte Ac-3 y Ac-4 forman el
perfll 21, este grupo de clonas presentan las mismas caracteristicas genotipicas y
fenotipicas frente al arsenito y arsenalo (Tabla 13). Con base 10s resultados de
genatipificacion y fenolipicacion, se puede afirmar que los aislados de género
Achromobacter se encuentran después del género Kiebsiella como el grupo con
mayor diversidad genélica

Esta diversidad genélica podria suponer que es el resultado e cambios genélicos
asociados a los dos principales mecanismos: las mutaciones en el ADN
codificante y la adquisicién de nuevo material genético principaimente plasmidica
(Kaur et al, 2009; Avison y Bennetl, 2005). Una vez establecido los cambios en el
genoma, puede exisir la transferencia de material genético entre microorganismos
mediante de o 6n (Valencia-Cano, 2009)

Por otra parte, se debe sefalar que las cepa Ps-1 y Ac-10 fueron *no tipificables”
con la enzima Xbal Esto pudo deverse a la metilacion de los sitios de
reconociniento de la enzima. Este problema se ha presentado con olras enzimas.
por ejuinpl, Smal es normalmente la endonucleasa de eleccion para el andlisis de
Staphylococcus aureus por PFGE. Sin embargo, Fanoy y colaboradores
reportaron aislamientos de S. aureus "no tipificables’ por PFGE debido a la
inactivacién de Sma por la mefilacion de su sitio de restriccion (B2ns et al. 2006,
Fanoy et al, 2009; Goering, 2010)

Finalmente, debe recordarse que la técnica de PFGE no detecta cambios
puntuales en genes ni permiten la observacion detallada de cierios elementos
genéticos como los plasmidos y transposones capaces de lransmilirse entre
microorganismos de la misma o de distinta especie (Coll et al, 2005)
Probablemente, la diversidad genética se encuentre subestimada, lo que
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cambiaria 2 proporcion de de cada género en los

diferentes grupes

En concreto, los resultados obtenidos por PFGE, muesiran que cn la zora de
estudio converger las clonas gue circulan en la regién, ya que como se demuestra
en las tablas 9, 10 y 11, se determind la presencia de ta misma clonalidad en ios
aislados. no obstante que los origenes de ellas fueron diferentes. Resumiendo,
los aislados def perfil P1 con las cepas Kieb-1, Kieb- 2 (Tabla 9), fueron oblenidos
de Ry Lx los del P11con las cepas Es-1, Es-2, se ohbtuvieron de AN y R {Tabla
10) y por ultimo, los aislados del P17, con las ceoas En1 a En-5, fueron ootenidas
de Ry Lx (Tabla 12). Por ede, lo anterior pone de maniicsto que al menos estas
clonas se encuentran circulando en el unicipic do Tepic y en resduos
municipales, concidienda su trayecto en la zonz de estuio. Estos datos enaizan

2 importancia de la lcia de medidas preventivas por parte del sector salug, ya
que como se menciond, los aislados ademas de presentar reievancia en
virulencia, han demostrado resistencia a antibicticos (Mondragon ef al. 2011,
Mondragon et al, 2012). La busqueda de microorganismos con caracteristicas
indicativas de riesgo en salud, ademas de su funcion como indicadores de
contaminacion por MP, queda ce manifiesto. Por o anterior, serd necesario
continuar con 1o estudios para seleccionar alguna clena como putativa indicadora
de la presencia de MP en el ambiente, el uso biotecnologico de elgino de sus
productas coma la protsina ArsB, en biorremediacion, asi como la petencialidac
de la TH y por dltimo la capacidad de dispersion del foco infeatioso en las zonas

de cultive aledaio, asi como su enlos cultivas yde

moluscos en la regién donrle desemboca el efluente.
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Conclusiones
7. CONCLUSIONES

Las proteobacterias presentan una CMI de hasta 600 mM para AsV y 15
mM para As Il La mayor sensibilidad (15.6 %) se reporté para la forma
inorganica AsV.

£12.22 % el total de las cepas presentaron los tres genes arsABC

£l gen ars8 fue el que se prsentd en mayor porcentaje (86.7 %) dentro de
las proleobacterias

Se obtuvieron 28 perfiles en PFCE y existio clonalidad en los diversos
géneros analizados excepto Yersinia sp.

E1 género Kiebsiella presentd mayor varizbilidad genética, por el contrario
Enterobacter fue el que presentd menor diversidad en sus patrones de
restriccion

En la zona del rio Mololoa convergen cepas de Klebsiells sop. E. coli y
Enterobacter spp. que comparten donalidad intraespecifica

Los aislados que comparten idéntica clonalidad se encuentran circulando
en la ciudad de Tepic, en fos lndviados del basurero municipal y convergen
en la zona del rio Mololoa

La zona de estudic representa un riesgo a la salud poblica
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8. PERSPECTIVAS

1. Realizar la caracterizacion a nivel proteina ael aislado Ec-1, debido &
que fue el Unico que presentd el genotipa arsABC, 1o que la ubica como el
mejor prospecto para en un futuro utilizar sus enzimas en un procesa de
biorrermediacion el area contaminada.
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10. ANEXOS

Anexo 1. Clave de los aislamientos ambientales

Clave Nim. de | Clave | Nam.de
cepaen el cepa en el
laboratorio i
[ Kiob- )
Kieb n
Kleb e
Kleb-4 n
Kieb. -
Kieb. Ac- 7
Kleb- Ac 162
Kieb. c 158
Kleb& 123 Acd 159
Kleb-1 Ac ]
Kieb-11 Ac 56
Kieb-12 Ac 8
Kieb-13 Ac 49
- Ac- 161
o -1 7
o i Cr: I
- Cr-
[ Ect o
7= e
7S o
-1 ]
I n-2 sl |
L n-3

Anexo 2. Soluciones utilizacas en Electroforesis de campos pulsados (PFGE)
1M Tris"HC, pH 8.0

121g Tris base

Disolver en 650-700 mL de agua ultrapura

Adicionar aproximadamente 80 mL de HCI 6N

Permita que la solucién lleque a ambiente

Hacer ajuste de pH. diluir a 1000 mL con agua ultrapura y esterilizar por

autaclave
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10 N NaOH
400 g NaOH
‘ Cuicadosamente disclver en 800 mL de agua ultrapura
Perita cue la solucién lleque a ambiente

Diluir 2 1000 mL con agua ultrapura y esterilizar por auteclave

[

| osMEDTA, pH B0
‘ 186.1 g. NazEDTA 2H,0
| Adicionar 800 ml de agua ulirapura, 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.

| 137 MM NaCl - 8 g

27mMKCI-02g

10 mM NaHPO: - 0.24 g

Disalver 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 1060 mL con

agua ultrapura, esterilizar en auloclave por 20 min 2 15 b/sq

20 % Dodecilsulfato sodico (SDS)
204 SDS
80 mL de agua ultrapura estéril
Afiadir cuicadosamente el SDS al agua en un recipiente estérll; disolver y

mezclar suavementa y calentar a 35 - 45°C.

20 mg/mL Solucién Stock Proteinasa K.
| 100 mg de Proteinasa K
5 ml. de agua ulirapura estéri
Mezclar y hacer alicuotas de 500-600 L en twbos de micracentniuga

Guardar a -20°C.
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10 % N- Lauroylsarcosine sodium (Sarcosil)
10 g Sarcosil
90 ml de agua ulrapura esteril
Afiadir cuidadosamente e} SDS al agua en un reciplente esteril disalvar y

mezclar suavemente, calentar a 50°- 60°C.

Bromuro de Etidio
10 mgfml. de solucion stock
Diluir 1:10000 con agua ultrapura (10 uL en 100 mL de agua).

Buffer (TE) Tris:EDTA, pH 8.0
10 mM Tris-HCL. 1mM FDTA, pH 8.0

2mL 05 MEDTA, pH 8.0
Llevar a un valumen final de 1000 mi con agua ulrapura

Buffer Suspension Celular (CSB)
100 mM Tris-HCI: 100 m EDTA, pH 8.0
10 mL de ¢ M Tris-HCI, pH 8.0
20 mlL ge 0.5 M EDTA, pH 8.0
Llevar a un volumen final de 100 mL con agua ulirapura estéril

Buffer de lisis celular
50 mM Tris-HCI: 50 mM EDTA, pH 8.0 + 1% N-lauroyl-Sarcosine, Sodiur
sal: (Sarcosil)

Adiadir 0.1 mo/mL de Proteingsa K. justo antes de su uso

12,5 mL 1 M Tris-HCI, pH 8.0
25ml 0.5M EDTA, pH 8.0
25 ml. 10 % Sarcosil

Ulevar a un volumen final de 500 ml. con agua ultrapura estéri

74
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Nota affadir 25 ul_ solucion slock de Proteinasa K (20 mg/mL} nara §

mL de buffer de lisis.

Se usa para Ia Iisis celular de los bloques de agarosa ce £, coli Salmanefi,
Shigelia sonnei, Campylobacter jejuni, y C. perfringens para PFGE. Los bloques
de agarosa son lisados en 50 mL de Buffer CBS contenida en un lubo Falcon de

50 ml.

Buffer TBE 0.5X
200 mL 5X Buffer TBE o 100 mL 10X Buffer TBE
Llevar a un volumen final de 2000 mL cor: :gua ultrapura.

Nota: el agua ulilizada para diluir el buffer TBE concentrado de 5% o 10X a TBE

0.5X no tiene que ser estéril

Agarosa para los blogues de agarosa 50 mt.:
1% Seakem Gold Agarosa: 1% SDS: Buffer TE (10 mM Tris: 1mM EDTA)
Pesar 0.50 g de Agarosa Seakem an un frasco ce vidrio con laptn de
rosea de 250 ml: afiadic 47.0 mL de Bufier TE, agitar suavermenle
para dispersar la agarosa, fundir con ayuda del microondas durante
30 segundos, se hacen intervalos de 10 seg. Anles de agregar el
SDS una temperatura entre 55-60 °C &n bafio maria. Afiadir 2.5 mL
de SDS al 20 % (precalentado a 55 °C) mezclar bien, se debe evitar
crear burbujas. Colocar en bafio maria a una temperatura de 55-60

°C hasta su uso



