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RESUMEN

En el 2017 se ha estimado, a nivel mundial, que al menos 700,000 personas mueren
anualmente como resultado de infecciones resistentes, cifra que se prevé aumente a
10 millones de muertes anuales para el afio 2050 si no se altera la trayectoria actual
[8]. Por ello, trazar las rutas de diseminacién de la resistencia a antimicrobianos es
de vital importancia para controlar la dispersion de patdégenos multirresistentes a

antimicrobianos.

El desbordamiento de aguas residuales, ocasionado por fendmenos naturales y
actividad humana, pone en riesgo a las comunidades que se encuentran en estrecho
contacto con estos materiales. Dichas aguas contienen un alto contenido de materia
fecal asi como residuos de antimicrobianos y desinfectantes que actian como una
presion de seleccidn para las bacterias ambientales y comensales presentes en
ellas. Este contacto, podria contribuir en la diseminacion de bacterias
multirresistentes a antimicrobianos provocando incluso cambios en el resistoma

intestinal humano.

En el presente trabajo, nos enfocamos en evaluar la resistencia y el resistoma de
bacterias cultivables aisladas a partir de una muestra de sedimento resultado de la
mezcla de aguas pluviales y residuales. Se realizé un aislamiento, caracterizaciéon y
conservacion de 74 colonias bacterianas. Asimismo, se evalud su resistencia contra
14 antimicrobianos y a una mezcla de ellos, obteniéndose 26 colonias
multirresistentes. Se extrajo el DNA de una de ellas, denominada JVH47 y se le
realiz6 una caracterizacion microbiolégica donde se incluia la tincion de Gram,
determinacién de limite de pH, temperatura y salinidad, movilidad, hemdlisis,
formacion de biopelicula y presencia de amilasa como proteasa. Se realiz6 una
caracterizacion molecular a nivel de género mediante la amplificacién del gen 16s
ARNr y su posterior secuenciacion por el método de Sanger. Posteriormente, se
realizé la secuenciacion y alineamiento del genoma completo para identificar genes
de resistencia a antimicrobianos y genes de virulencia. Una vez identificados
algunos genes de resistencia se comprobaron las concentraciones minimas
inhibitorias (MIC). Los patrones de resistencia fueron comparados con una cepa del

mismo género pero aislada de Cuatro Ciénegas, un ambiente con poca
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contaminacién humana. Adicionalmente, se realizé un analisis de panresistoma en
especies cercanas. Se identifico la presencia del gen mphN que aparentemente fue
adquirido mediante un evento de transferencia horizontal de genes. Al ser una
bacteria resistente a multiples antimicrobianos y con caracteristicas que la
predisponen al intercambio de informacidon génica evaluamos la presencia de

factores de virulencia.

Se encontré una bacteria multirresistente con probabilidad de ser patégena que
presenta un gen de resistencia diferente al del genoma central de su especie el cual
pudo haberlo adquirido a través del contacto con otras bacterias o por la presion de

seleccidn que ejercen estas aguas residuales.
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ABSTRACT

In 2017, it was estimated globally that at least 700,000 people die annually because
of drug-resistant infections, a number projected to increase to 10 million annual
deaths by 2050 if the current trajectory is not altered [8]. Therefore, mapping the
pathways of antimicrobial resistance dissemination is of vital importance to control

the spread of multi-drug-resistant pathogens.

The overflow of wastewater, caused by natural phenomena and human activity,
poses a risk to communities in close contact with these materials. Such waters
contain a high concentration of fecal matter as well as residues of antimicrobials and
disinfectants that act as a selective pressure on environmental and commensal
bacteria present in them. This contact could contribute to the spread of
multi-drug-resistant bacteria, potentially leading to changes in the human intestinal

resistome.

In this study, our focus was on evaluating the resistance and resistome of cultivable
bacteria isolated from a sample of sludge resulting from the mixture of rainwater and
wastewater. We isolated, characterized, and preserved 74 colonies. Additionally, we
assessed their resistance to 14 antimicrobials and a mixture of them, resulting in 26
multi-drug-resistant colonies. DNA was extracted from one of them, named JVH47,
and a microbiological characterization was performed, including Gram staining, pH
limit determination, temperature and salinity tolerance, mobility, hemolysis, biofilm
formation, and the presence of amylase as a protease. A molecular characterization
at the genus level was carried out by amplifying the 16s ARNr gene and subsequent
Sanger sequencing. Subsequently, complete genome sequencing and alignment
were performed to identify antimicrobial resistance genes and virulence genes. Once
some resistance genes were identified, minimum inhibitory concentrations (MICs)
were determined. Resistance patterns were compared with a strain of the same
genus but isolated from Cuatro Ciénegas, an environment with low human
contamination. Additionally, a pan-resistome analysis was conducted in closely
related species. The presence of the mphN gene was identified, apparently acquired

through horizontal gene transfer events. Being a multi-antibiotic-resistant bacterium
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with characteristics that predispose it to gene exchange, we assessed the presence

of virulence factors.

A multi-drug-resistant bacterium with a probability of being pathogenic was found,
which carries a resistance gene different from the core genome of its species,
possibly acquired through contact with other bacteria or due to the selective pressure

exerted by these wastewater.
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INTRODUCCION

Microbiologia ambiental y salud humana perspectiva desde una salud

Los microorganismos, incluidas las bacterias, estan ampliamente distribuidos en
todo el planeta y se encuentran en practicamente todos los entornos en los que
residimos. Estos organismos son increiblemente abundantes y pueden adaptarse a
una amplia variedad de condiciones ambientales. Aunque muchos de estos
microorganismos son inofensivos o incluso beneficiosos, algunos también pueden

ser patdégenos y causar enfermedades en humanos y otros seres vivos [1].

El término microbiota se utiliza para describir la comunidad de microorganismos,
como bacterias, virus, hongos, entre otros; que habitan en un entorno especifico.
Este concepto es fundamental para comprender las complejas relaciones que
existen entre los microorganismos y sus respectivos habitats. Dentro del amplio
contexto de la microbiota, se pueden identificar diferentes tipos o categorias, segun
el entorno en el que se encuentren. Uno de estos tipos es la "microbiota ambiental”,
que hace referencia a la comunidad de microorganismos presentes en el medio
ambiente en general, incluyendo suelos, cuerpos de agua, aire, y otros ecosistemas
naturales o creados por el ser humano [2]. Por otro lado, la "microbiota humana" se
refiere a la comunidad de microorganismos que habitan en el cuerpo humano. Este
término engloba los microorganismos que colonizan diversos nichos dentro del
cuerpo humano, como la piel, el tracto gastrointestinal, las vias respiratorias y otros

sistemas del cuerpo [2].

Las bacterias, microorganismos procariotas unicelulares, constituyen una vasta
diversidad, con menos del 1% de sus especies conocidas hasta ahora, incluso se
estima que un gramo de tierra puede contener hasta mil millones de bacterias,
aunque esta cifra puede variar segun el tipo de suelo y otros factores ambientales.

Su relevancia se debe a su presencia ubicua y su funcion vital en una amplia gama
de procesos esenciales para el equilibrio del planeta. Como ejemplo, algunas
bacterias se encuentran involucradas en el proceso de degradacién y detoxificacién
de contaminantes como el plomo y cadmio. Esto lo llevan a cabo debido a que

poseen una resistencia natural, determinada por su informacion genética, que
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incluye grupos de genes que les permiten eliminar estos metales como mecanismo
de defensa por medio de procesos de precipitacidon, volatilizacién, modificacion
(etilacion o metilacién) y captura de los metales con el uso de proteinas

especializadas [2].

En los ultimos afios se ha demostrado que los desastres naturales (geofisicos,
hidrolégicos, climatolégicos , meteoroldgicos o biolégicos) y los provocados por el
hombre (conflictos, accidentes industriales, accidentes de transporte, degradacién
ambiental o contaminacién), ademas de causar efectos sobre los humanos, alteran
la poblacion bacteriana en el area afectada. Estas alteraciones conducen a que
existan nuevas interacciones ecoldgicas para muchas especies, incluidos los
humanos, con consecuencias adversas [17]. La Sociedad Americana de
Microbiologia establecié en el 2021 un campo de estudio propuesto centrado en los
impactos microbianos de tormentas severas y desastres naturales, al cual le
denominaron como "microbiologia de desastres". Este campo busca comprender
como estos desastres naturales impulsan a la adaptacion de los microorganismos
ambientales, alteran las interacciones microbianas con los humanos, y cobmo ambos
combinados tienen implicaciones para la salud humana [18]. Ademas, la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) promueve el concepto de "Una Salud", que
se basa en el reconocimiento de que la salud de las personas esta estrechamente
vinculada con la salud de los animales y el entorno que compartimos [75]. Si bien
"Una Salud" no es un concepto nuevo, ha adquirido una relevancia creciente en los
ultimos anos debido a diversos cambios que han influido en las interacciones entre
las personas, los animales, las plantas y nuestro entorno comun. Por un lado, el
crecimiento de la poblacién humana ha llevado a una expansion hacia nuevas areas
geograficas. Esto ha resultado en un mayor contacto entre las personas y animales,
tanto salvajes como domésticos, que desempefian un papel fundamental en
nuestras vidas, ya sea como fuente de alimentos, materias primas, medios de
subsistencia, compafia o para otros propdsitos [75]. Esta mayor proximidad entre
personas y animales crea oportunidades adicionales para la transmisiéon de
enfermedades entre ambos grupos. Por otro lado, se han producido cambios
significativos en el clima y en la utilizacion de la tierra, como la deforestacion y
practicas agricolas intensivas. Estos cambios en las condiciones ambientales y en

los habitats pueden propiciar nuevas oportunidades para la transmision de
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enfermedades entre animales. Ademas, el aumento en los desplazamientos de
personas, animales y productos de origen animal, impulsado por los viajes
internacionales y el comercio global, ha generado la posibilidad de que las
enfermedades se propaguen rapidamente a través de fronteras y a nivel mundial.

En resumen, el concepto de "Una Salud" se vuelve cada vez mas relevante debido a
estos factores, que modifican las dinamicas de interaccion entre los seres humanos,
los animales y el entorno, y crean desafios significativos en el ambito de la salud
[75].

Los desastres naturales como los ciclones, los tsunamis, las inundaciones y los
tornados traen consigo crisis de salud publica debido a que ponen a los humanos en
contacto directo con microorganismos con los que de otro modo no habrian entrado
en contacto ocasionando principalmente enfermedades infecciosas [19]. En el 2020,
se reportd que las inundaciones afectaron a casi 35 millones de personas en todo el
mundo dando como resultado la inundacion de tierras las cuales en su normalidad
se encuentran secas, con agua de rios, arroyos, océanos o residuales. Como
consecuencia de estas inundaciones, es que se introducen microorganismos en un
entorno donde tengan la capacidad de establecer un nuevo nicho ecolégico que
derive a una facultad de causar enfermedades aun en afos posteriores a la

finalizacion del desastre [20].

Las aguas residuales como via de contaminacion

Las aguas residuales generalmente se conducen por sistemas de alcantarillado y
son tratadas en plantas de aguas residuales para su purificacion antes de su vertido
sin embargo, de acuerdo con el Banco Mundial, mas de 300 millones de habitantes
de ciudades en Latinoamérica producen 225,000 toneladas de residuos solidos cada
dia y menos del 5% de las aguas de alcantarillado de las ciudades reciben
tratamiento [22]. Las inundaciones pueden conllevar a que las plantas de tratamiento
o el sistema de drenaje de aguas residuales se desborden; estas aguas traen
consigo impurezas procedentes de diferentes origenes, principalmente urbano, con
materia fecal e industriales, con residuos de productos quimicos como pesticidas,
sustancias tensoactivas (detergentes), desinfectantes, medicamentos

(antimicrobianos), entre otros [21]. Con ello, las aguas residuales son una mezcla
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compleja y dinamica de bacterias que provienen de diversas fuentes que estan
expuestas a multiples presiones de seleccion. Pueden desempefiar un papel
beneficioso al participar en la degradacién de materia organica y contaminantes
presentes en las aguas; sin embargo, también se encuentran presentes algunas
bacterias potencialmente peligrosas para la salud y el medio ambiente. Por ejemplo,
un estudio realizado por Wakelin y colaboradores realizado en mayo del 2008 puso
de manifiesto como la continua liberacion de efluentes en combinacion con niveles
elevados de nutrientes en el lecho de sedimentacion aguas abajo de una planta de
tratamiento de aguas residuales en Australia tuvo un impacto significativo en la
comunidad bacteriana presente en dicho sedimento, generando un aumento notable
en la diversidad microbiana [73]. En un contexto similar, se llevd a cabo una
investigacion en zonas rurales de Bangladesh que evidencié la contaminacion
antropogénica del agua subterranea extraida de pozos tubulares poco profundos,
identificando la presencia de bacterias de origen fecal pertenecientes a los géneros
Shigella y Vibrio. Estos hallazgos sefialan claramente el potencial riesgo de
contaminacién fecal del entorno natural a través de efluentes generados por

actividades humanas [74].

Dado el estrecho contacto entre bacterias patdégenas y bacterias ambientales en el
contexto de las aguas residuales, existe una posibilidad significativa de promover la
transferencia de genes de resistencia a antimicrobianos y otros mecanismos de
resistencia. Cabe mencionar que las plantas de tratamiento de aguas residuales son
consideradas puntos criticos para la proliferacion de genes de resistencia a
antimicrobianos y la propagacion de bacterias en el entorno [65]. La presencia de
bacterias resistentes a antimicrobianos también aumenta el riesgo potencial de que
estos genes sean transferidos a bacterias no resistentes. Varias bacterias
ambientales tienen una predisposicidén a desarrollar resistencia a multiples farmacos,
y ejemplos de estas incluyen Acinetobacter sp., Aeromonas sp. y Pseudomonas sp..
Estas bacterias, adaptadas a diversos y humedos entornos, forman parte integral de
las comunidades microbianas presentes en las plantas de tratamiento de aguas
residuales municipales, como lo confirm6é Zhang y su equipo al identificar un
aumento de Acinetobacter sp. resistente a antimicrobianos en dichas instalaciones
[58] pero otro tipo de bacterias que podrian jugar un papel en la movilizacion de

genes de resistencia o ser patdgenos han sido poco descritas.
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Resistoma bacteriano a antimicrobianos

La resistencia bacteriana a antimicrobianos se refiere a la habilidad de las bacterias
para sobrevivir en presencia de estas moléculas, lo que les proporciona una ventaja
para adaptarse y multiplicarse en diversos entornos, incluyendo hospitales y el
medio ambiente [3].

La resistencia a los antimicrobianos se define clinicamente en funcion de los puntos
de corte de las concentraciones minimas inhibitorias (CMI). La CMI es la
concentracion mas baja in vitro de un agente antibacteriano (expresada en mg/L)
que impide completamente el crecimiento visible de la cepa de prueba de un
organismo; por lo tanto, una cepa mas resistente tiene una CMI mas alta [16].
Aunque la resistencia a los antimicrobianos es una caracteristica natural para
muchos grupos bacterianos, que se desarrollé antes de la era de los antimicrobianos
[8, 9], el uso generalizado de estos medicamentos cambié de manera significativa
los requisitos para la evolucién y diseminacion de la resistencia. El uso indebido y
excesivo de antimicrobianos cred presiones de seleccidn sin precedentes, afectando
no solo a los patégenos sino también a los componentes del microbioma presente
en seres humanos, animales y en el entorno [8].

Hoy en dia, la resistencia a los antimicrobianos (RAM) representa un problema de
gran relevancia que plantea desafios significativos en lo que respecta a la
prevencion y el tratamiento efectivo de un espectro cada vez mas amplio de
infecciones causadas por bacterias patdgenas que ya no responden a los
antimicrobianos convencionales [10]. De acuerdo con el Informe sobre Amenazas
por Resistencia a los Antimicrobianos en los Estados Unidos de 2019 del CDC
(Informe de Amenazas por AR de 2019), se estima que se producen alrededor de
2.8 millones de infecciones resistentes a los antimicrobianos en los Estados Unidos
cada afio, y mas de 35,000 personas fallecen como resultado de estas infecciones
[10].

Las bacterias pueden desarrollar resistencia a antimicrobianos de forma natural o
adquirirla a través de mutaciones o por transferencia horizontal de genes, un
proceso que suscita preocupacion debido a la posibilidad de que estos genes se
propaguen entre bacterias del entorno, en la flora habitual del cuerpo o en bacterias

patdégenas. Esto, a su vez, puede resultar en infecciones intratables debido a la

22



resistencia a multiples antimicrobianos. A raiz de esta problematica, la resistencia
bacteriana se clasifica de varias maneras en funcién de sus caracteristicas y origen.

En general, se dividen en tres categorias principales [5]:

Resistencia natural o intrinseca: Es la resistencia que algunas especies
bacterianas presentan de forma inherente debido a caracteristicas genéticas o
estructurales especificas de su grupo. Estas bacterias son naturalmente resistentes
a ciertos antimicrobianos como por ejemplo debido a que presentan una falta del
blanco. Este tipo de resistencia es la que una bacteria ya presenta antes de haber
estado expuesta a un antimicrobiano particular. Como ejemplo, las bacterias Gram
negativas a menudo son resistentes a los antimicrobianos beta-lactdmicos como la
penicilina y la amoxicilina debido a que cuentan con la presencia de una membrana

externa que dificulta la penetracion de estos [76].

Resistencia adquirida: Se refiere a la resistencia que una bacteria adquiere a lo
largo del tiempo mediante la ganancia de genes a través de procesos de
transferencia horizontal de material genético o a través de mutaciones. Esto significa
que una bacteria que originalmente era susceptible a un antimicrobiano puede
volverse resistente después de haber estado expuesta a ese mismo antimicrobiano,
a otro de la misma categoria o con mecanismos de accion similares.

La resistencia adquirida a los antimicrobianos a través de la transferencia horizontal
de genes es un fendmeno por el cual las bacterias obtienen genes de resistencia de
otras bacterias, incluso de diferentes especies. Esto puede ocurrir a través de
diversos mecanismos, como la conjugacion, la transformacion y la transduccion [67].
La resistencia adquirida a los antimicrobianos debido a mutaciones es un fenédmeno
en el que las bacterias desarrollan la capacidad de resistir la accion de un antibiético
especifico a través de cambios en su material genético. Estas mutaciones pueden
afectar a genes que codifican las proteinas de las bacterias o las enzimas
responsables de la accion del antibidtico. A medida que las bacterias se reproducen
y transmiten su material genético a las generaciones posteriores, las mutaciones
pueden persistir y acumularse, lo que conduce a una poblacion de bacterias
resistentes. Esto puede ocurrir de manera espontanea en condiciones naturales,

pero también puede ser inducida por la exposicion repetida a dosis subletales del
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antimicrobiano. Esto crea una presion selectiva que favorece el crecimiento de

bacterias que han adquirido mutaciones de resistencia [77].

La resistencia adaptativa: También conocida como resistencia fenotipica, se
presenta cuando las bacterias que originalmente son sensibles a los antimicrobianos
adquieren temporalmente resistencia. Este tipo de resistencia implica una
adaptacion en términos de caracteristicas observables cuando las bacterias se
enfrentan a situaciones de estrés, y una de sus particularidades es que no es
uniforme en toda la poblaciéon bacteriana. Los mecanismos involucrados en esta
adaptacion fenotipica pueden comprender la detencion del crecimiento, la
variabilidad en la expresién de genes y procesos que resultan de combinaciones
estocasticas. Ejemplos tipicos de esta forma de resistencia incluyen la formacion de

células persistentes, la adaptacién al enjambre y la creacion de biopeliculas.

Las células persistentes se refieren a una subpoblacion de bacterias que exhiben
una menor susceptibilidad a los antimicrobianos en el seno de una poblacion clonal
susceptible, es decir, genéticamente idéntica. Estas células emergen como resultado
de una variacién fenotipica no heredable, que se debe principalmente a un
crecimiento lento o a la detencion de este, lo que conlleva a una menor absorcién de
antimicrobianos o a una disminuida actividad sobre su blanco especifico [21]. Las
células persistentes son las responsables de la aparicion de infecciones recurrentes

[22] y del surgimiento de la resistencia a los antimicrobianos [23].

Asimismo, ciertas bacterias tienen la capacidad de soportar la presencia de
antimicrobianos a través de la activacion de su movilidad [24]. El fendbmeno de
enjambre implica la necesidad de una migracion rapida y coordinada de células
altamente especializadas en enjambre, las cuales son alargadas y poseen multiples
flagelos. El enjambre constituye un comportamiento colectivo que exige que las
células de enjambre permanezcan en estrecho contacto y se desplacen de manera
concertada, siendo que su funcionamiento depende en gran medida de la presencia

de flagelos y de la densidad poblacional [13, 14].
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Mecanismos moleculares de resistencia a antimicrobianos

Los antimicrobianos son moléculas, en su mayoria, derivadas de compuestos
naturales que ocasionan la muerte bacteriana a través de una variedad de
mecanismos, los cuales varian segun la naturaleza de cada antibiético. Por ejemplo,
los antimicrobianos beta-lactamicos, como la penicilina, actuan interfiriendo con la
sintesis de la pared celular bacteriana. No obstante, las bacterias han evolucionado
para desarrollar una serie de mecanismos (Ver Figura 3.0.) para eludir o
contrarrestar los efectos de los antimicrobianos cuyos mecanismos se describen

detalladamente a continuacion [67]:

1. Inactivacion de los antimicrobianos: Las bacterias a menudo producen enzimas,

que pueden descomponer o modificar a los antimicrobianos antes de que estos
lleguen a su blanco y tengan la oportunidad de ejercer su accion. Un ejemplo de ello
son las beta-lactamasas, las cuales tienen la capacidad de modificar o romper la
estructura de las penicilinas y las cefalosporinas, que contienen un anillo quimico
llamado "beta-lactamico". Esta modificacion del antimicrobiano impide que este
ultimo se una y se enlace de manera efectiva a su objetivo dentro de la bacteria, la
cual es una enzima llamada "transpeptidasa”, necesaria para la construccion de la
pared celular bacteriana. (Ver Figura 1.0.) Por lo tanto, cuando las beta-lactamasas
alteran las penicilinas u otros antimicrobianos relacionados, estos ya no pueden
inhibir la actividad de la transpeptidasa y, en consecuencia, la bacteria conserva su
capacidad para sintetizar y fortalecer su pared celular. Esto hace que el

antimicrobiano sea ineficaz contra esa bacteria en particular [4].
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Figura 1.0. Mecanismo de accion de los beta-lactamicos [78]. Estos antimicrobianos se
unen a proteinas llamadas proteinas de union a penicilina (PBP por sus siglas en inglés),
gue son enzimas involucradas en la sintesis de la pared celular. Al unirse a las PBP, los
beta-lactamicos impiden la formacion de enlaces cruzados entre las cadenas de

peptidoglicano, una parte esencial de la pared celular bacteriana.

2. Alteracion del sitio blanco: Este mecanismo de resistencia se basa en una

adaptacion genética de las bacterias, donde estas desarrollan cambios estructurales
en el sitio blanco al cual se une el antimicrobiano. El sitio blanco es la regién
especifica en la bacteria que el antimicrobiano debe atacar para ejercer su efecto
antibacteriano. Cuando las bacterias modifican el sitio blanco, lo hacen de manera
que el antimicrobiano ya no puede unirse con la misma afinidad o efectividad que
antes. Esto significa que el antimicrobiano pierde su capacidad para inhibir la funcion
normal del sitio blanco y, como resultado, la bacteria puede sobrevivir y reproducirse
sin verse afectada por el antimicrobiano. Como ejemplo de este tipo de resistencia
son los macrélidos, los cuales representan una clase de antimicrobianos que
funcionan al unirse a la subunidad 50S del ribosoma bacteriano. (Ver Figura 2.0)
Esta union normalmente inhibe la sintesis de proteinas en las bacterias, lo que
resulta en su muerte o inhibicién de crecimiento. Sin embargo, algunas bacterias,

han desarrollado resistencia a los macrélidos mediante mutaciones que cambian
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sutilmente la estructura del ribosoma de la bacteria, de tal manera que los
macrolidos ya no pueden unirse al sitio diana con la misma eficacia. Como
resultado, los macrélidos pierden su capacidad para inhibir la sintesis de proteinas

en estas bacterias especificas [7].

Macrolide antibiotic

Ribosome (505 subunit)

> %\ Efflux pump

= I

\ / /) Ribosomal target modification

A
A
B~

Figura 2.0. Mecanismo de resistencia a los macrolidos[79]. La resistencia a los macrdlidos
ocurre cuando las bacterias modifican su ribosoma o los expulsan por medio de bombas,

reduciendo asi la efectividad de estos medicamentos.

3. Derivacion _del blanco: En este mecanismo, las bacterias pueden desarrollar

proteinas alternativas que realizan funciones similares a las del sitio blanco original
del antimicrobiano. Este nuevo blanco no es necesariamente una modificacion
directa del sitio blanco original. Como resultado, el antimicrobiano se une a estas
proteinas en lugar de su objetivo previsto, lo que limita su capacidad para inhibir el
crecimiento bacteriano. Un ejemplo es la resistencia a la estreptomicina, donde
algunas bacterias desarrollan una proteina alterna que cumple con las
caracteristicas del ribosoma, objetivo de la estreptomicina. En este caso, el
antimicrobiano se une a la proteina alterna en lugar del ribosoma, lo que permite que

la bacteria continue con su sintesis de proteinas [4].

4. Disminucioén del influjo: Algunas bacterias pueden disminuir la cantidad de

antimicrobianos que ingresan a su interior a través de diversos procesos y
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adaptaciones. Uno de los procesos comunes involucrados en la disminucion del
influjo es la disminucion de la permeabilidad de la membrana celular. Las bacterias
pueden alterar su membrana externa de manera que sea mas dificil para los
antimicrobianos atravesarla. Esto puede incluir la reduccion del tamaio de los poros
en la membrana o la modificacion de las proteinas transportadoras que facilitan el
ingreso de sustancias, como los antimicrobianos. Como ejemplo de este tipo de
resistencia, se encuentra la resistencia a los betalactamicos en ciertas bacterias
Gram-negativas. Estas bacterias pueden desarrollar porinas que tienen un tamafno
reducido o estan bloqueadas, lo que limita la entrada de los betalactamicos a través

de la membrana externa [4].

5. Flujo de salida activo: En este mecanismo, las bacterias desarrollan sistemas de

transporte especializados que expulsan activamente los antimicrobianos fuera de la
célula después de que estos hayan ingresado. De esta manera, estas pueden
desarrollar proteinas transportadoras especificas, conocidas como bombas de eflujo,
que reconocen y expulsan los antimicrobianos fuera de la célula contra un gradiente
de concentracion. Un ejemplo bien conocido de flujo de salida activo es la
resistencia a los antimicrobianos del grupo de las fluoroquinolonas en bacterias
como Escherichia coli. Estas bacterias pueden poseer bombas de eflujo que
expulsan activamente las fluoroquinolonas fuera de la célula, lo que reduce
significativamente la concentracion intracelular de estos antimicrobianos y, en

consecuencia, su efectividad [7].

6. Proteccidn del blanco: En algunos casos, las bacterias pueden producir proteinas
o moléculas especificas que se unen al sitio blanco del antimicrobiano, bloqueando
su acceso o reduciendo su afinidad por ese objetivo. Esto protege al blanco y limita
la eficacia del antimicrobiano. Es especialmente comun en el caso de los
antimicrobianos que tienen como objetivo a componentes especificos de la célula
bacteriana, como enzimas o proteinas esenciales. Como es el caso de los
antimicrobianos que actuan sobre ribosomas bacterianos, como los aminoglucésidos
y los macrolidos. Algunas bacterias pueden producir proteinas protectoras que se
unen a los ribosomas y evitan que los antimicrobianos se unan y ejerzan su accion
[4].
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Figura 3.0. Mecanismos moleculares de la resistencia a los antimicrobianos [67]. La La
resistencia a los antimicrobianos ocurre cuando las bacterias modifican sus objetivos,
producen enzimas inactivadoras, expulsan los farmacos o presentan cambios genéticos

para sobrevivir a los tratamientos.

Mecanismos de transferencia horizontal de genes en bacterias

La resistencia adquirida, en su mayoria, se basa en la adquisicion de informacién
genética adicional a través de mecanismos de transferencia horizontal de genes
(HGT). (Ver Figura 4.0) Estos mecanismos permiten que las bacterias adquieran
nuevos genes de resistencia de otras bacterias, incluso de especies diferentes.
Ademas de estos mecanismos de transferencia horizontal de genes, la resistencia
adquirida también puede resultar de mutaciones en genes especificos del
cromosoma bacteriano.

Los principales mecanismos de transferencia horizontal de genes involucrados en la

resistencia a los antimicrobianos son [11]:

Transformacion: La transformacion es un proceso mediante el cual una bacteria

toma fragmentos de ADN directamente del entorno que la rodea. Esto puede incluir

29



material genético de bacterias que han muerto y liberado su ADN en el entorno. Si el
ADN capturado contiene genes de resistencia a los antimicrobianos, la bacteria

receptora puede integrar estos genes en su propio genoma.

Transduccién: La transduccién es un proceso que involucra la transferencia de
material genético de una bacteria a otra a través de virus bacteriéfagos. Esta forma
de transferencia de genes contribuye a la diversidad genética en poblaciones
bacterianas, asi como a la adquisicién de caracteristicas beneficiosas o incluso de

genes de resistencia a los antimicrobianos.

Conjugacion: La conjugacién es un proceso en el que las bacterias pueden
transferir material genético directamente de una célula a otra mediante la formacién
de un puente de conjugacion, que es un tubo de conexiones formado por un pilus. A
través de este tubo, se transfiere una copia del plasmido, que puede llevar genes de

resistencia, de una célula a otra.
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Figura 4.0. Mecanismos hgt en bacterias [80].
La informacién genética que se transfiere a través de los mecanismos de

transferencia horizontal de genes frecuentemente se aloja en elementos genéticos

moviles (EGM). Algunos ejemplos de elementos genéticos moviles son [12]:
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1. Plasmidos: Son la via mas comun para la transferencia de material genético.
Estos son pequefos fragmentos de ADN circular que pueden replicarse de manera

independiente del cromosoma bacteriano.

2. Integrones: Los integrones son secuencias de ADN que pueden capturar,
expresar y movilizar genes de resistencia. Estan formados por una plataforma de
integracion y una region llamada "casete de resistencia". Los integrones pueden
integrar genes de resistencia en su estructura y luego transferirlos a otros plasmidos
o al cromosoma bacteriano. Esto les permite acumular y transmitir rapidamente

genes de resistencia a diferentes antimicrobianos.

3. Transposones: Los transposones son secuencias de ADN que tienen la capacidad

de moverse dentro del genoma bacteriano o entre plasmidos y el cromosoma.
Pueden contener genes de resistencia y, cuando se activan, se pueden escindir de
su ubicacion original y reinsertarse en otra parte del ADN bacteriano. Esto facilita la

dispersion de genes de resistencia a través de la poblacion bacteriana.

4. Islas gendmicas: Las islas gendmicas son segmentos de ADN mas grandes que
pueden integrarse en el cromosoma bacteriano. Estas islas pueden contener una
variedad de genes, incluyendo aquellos relacionados con la resistencia a los
antimicrobianos. Cuando una isla gendmica que contiene genes de resistencia se
integra en el genoma de una bacteria, mediante procesos que pueden involucrar la
recombinacion especifica, la participacion de elementos mdviles como transposones
o integrones, o enzimas especificas; puede proporcionarle una resistencia adicional

a los antimicrobianos [25].

En conjunto, estos elementos genéticos moviles, como los plasmidos, integrones,
transposones e islas gendmicas, permiten que las bacterias adquieran y compartan
genes de resistencia de manera eficiente. Esto contribuye a la propagacion de la

resistencia a los antimicrobianos entre diferentes bacterias [20].
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ANTECEDENTES

Estudios han demostrado que la Ciudad de México sufre de una continua
degradacion y pérdida del acuifero subyacente con una tasa de hundimiento de 300
mm por afio [54] que entre sus consecuencias, sumado a una deficiencia en el
sistema de drenaje, se encuentra una mayor incidencia de inundaciones.

El grupo de la Dra. Alba | Romero Rodriguez, se dedica al estudio de la resistencia a
antimicrobianos en comensales y patdgenos intestinales asi como en muestras
ambientales contaminadas por actividad humana (p. ej. descarga de drenajes). En el
ano 2021 se recolecté una muestra de sedimento producto de inundaciones urbanas

en la alcaldia Tlahuac, Ciudad de México.

JUSTIFICACION

El vertido de aguas residuales en las comunidades (asentamientos urbanos) afecta
a los microbiomas presentes en los suelos, agua, e incluso animales y humanos.
Las presiones de seleccidon encontradas en las aguas residuales podrian favorecer
la supervivencia de bacterias con mecanismos de resistencia a antimicrobianos y
desinfectantes, asi como el intercambio de informacion génica. Sila movilizacién de
genes de resistencia ocurre en patégenos o patégenos oportunistas de humanos o
animales podrian ocurrir infecciones asociadas a bacterias multirresistentes. En
este proyecto evaluamos la resistencia de bacterias aisladas de una muestra de
sedimento extraida de inundaciones en la Ciudad de México y analizamos el

potencial patogénico de una bacteria multirresistente.

HIPOTESIS

Las bacterias aisladas a partir de un sedimento colectado tras la liberacién de aguas
residuales con agua pluvial tendran genes de resistencia a antimicrobianos, a
agentes desinfectantes, asi como varios mecanismos de resistencia, como la
capacidad de movilizacién, donde algunos de estos genes pueden estar alojados en

elementos genéticos moviles.
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OBJETIVOS

Objetivo general.

Caracterizar fenotipica y molecularmente bacterias aisladas a partir de una muestra

de sedimento obtenida después de una inundacién con aguas residuales en la

Ciudad de México para la busqueda de genes de resistencia a antimicrobianos

movilizables.

Objetivos particulares.

N o o R~ e nh =

Aislamiento de bacterias a partir de una muestra de sedimento.

Seleccion de bacterias resistentes a multiples antimicrobianos.
Caracterizacién microbiolégica de bacterias multirresistentes.

Amplificacion de gen ARN ribosomal 16S para identificacion taxonomica.
Secuenciacion del genoma completo de un asilado de interés.

Prediccion de genes de resistencia a antimicrobianos y elementos moéviles.
Determinacion de  susceptibilidad antimicrobiana bajo estandares

internacionales.
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MATERIALES Y METODOS

Biolégico

Muestra

En agosto de 2021 se recolectdé una muestra de sedimento en la alcaldia Tlahuac,
Ciudad de México. La muestra fue obtenida después de una descarga de aguas
residuales en la comunidad derivado del desbordamiento del sistema de drenaje
ocasionado por precipitacion pluvial. El sedimento es una mezcla compleja cuya
composicién exacta se desconoce pero que puede incluir tierra, basura y materia

organica. La muestra se mantuvo en congelacion hasta su uso.

Métodos

Cepas y condiciones de cultivo bacteriano

La muestra se descongeld, se peso y se homogeneizd para posteriormente realizar
diluciones seriadas de 10" a 10® de la muestra de sedimento (0.01 g/mL) en medio
BHI. Se tomé de referencia hasta la dilucion 10 para sembrar masivamente en los
distintos medios diferenciales y selectivos (XLD, CLED, LIA, VB, McC, TSI, MS y
SyB) aislandose una coleccion morfolégicamente diversa de bacterias (Ver Anexo I).
Los aislamientos se procedieron a examinar durante 24 horas a 25 °C en placas de
seleccién con estreptomicina (8 ug/mL), ), gentamicina (16 ug/mL), kanamicina (32
Mg/mL), espectinomicina (128 ug/mL), neomicina (16 pg/mL), apramicina (32 ug/mL),
tiostrepton (10 pg/mL), cloranfenicol (32 pg/mL), acido nalidixico (32 pg/mL),
rifampicina (32 pg/mL), cicloserina (10 pg/mL), cefoxitina (32 pg/mL), ampicilina (32
Mg/mL), por separado y en conjuncidon a la cual se le denomino multi. Las colonias
resistentes se almacenaron en caldo BHI con glicerol al 25% a —80°C. Se selecciond

la cepa JVH47 para estudios adicionales.
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Caracterizacién microscopica

Las evaluaciones microscopicas se llevaron a cabo mediante tinciones de Gram que
fueron observadas en un microscopio 6ptico Carl Zeiss de campo claro. Se

determin6 tamario, forma y agrupacion.

Caracterizacion morfolégica

La evaluacién morfologica se llevé a cabo en medio BHI tomando en cuenta su
tamano, forma, consistencia, textura, superficie, comportamiento con respecto a la

luz y color.

Medio de cultivo para la cepa JVH47

Se llevé a cabo una evaluacion del crecimiento del aislado JVH47 en diversos
medios de cultivo, con el propdsito de que nos permitiera ajustar la cantidad de NaCl
y modificar el pH. Durante la estancia de Karen Santos, se implementé el medio EM
(medio para Exiguobacterium) disefiado especificamente para el crecimiento de esta

bacteria.

Determinacidén de los limites de temperatura, pH y salinidad

Una colonia aislada de la cepa JVH47 se inoculé en 2 mL de caldo EM que contenia
(5 %, p/vol) NaCl, (3 %, p/vol) extracto de levadura, (2 %, p/vol) glucosa, (2.5 %,
p/vol) fosfato de sodio dibasico anhidro, (16 %, peso/vol) peptona de caseina, y se
cultivd durante la noche a 25 °C. Para el crecimiento a diferentes pH, temperaturas y
concentraciones de NaCl, del cultivo se tomaron 500 uL y se diluyeron en 5 mL de
medio EM y se incubé a 37 °C durante 40 min con agitacion a 100 rpm hasta una
DOgyy de 0.1 utilizando un espectrofotometro eppendorf BioPhotemeter plus.
Posteriormente, se inocularon 3 mL de la suspension del cultivo celular en un matraz
Erlenmeyer de 125 mL con 30 mL de caldo exiguo. El crecimiento microbiano se
controlé midiendo la DOgy, cada 24, 48 y 72 horas sin agitacion se evalué el efecto

del pH y NaCl, mientras que con agitaciéon a 100 rpm se evalué el efecto de la

35



temperatura. Para todas las condiciones, la DOgy, del medio exiguo se usé como
blanco y los tres ensayos se realizaron por triplicado. Las determinaciones basadas
en la temperatura se realizaron a 0, 4, 25, 30, 37, 40, 45 y 55 °C; las
determinaciones basadas en el pH, a 37 °C en pasos de 1 unidad desde pH 4,0 a
pH 11,0 utilizando tampén citrato-Na,HPO4 (pH 4.0 a 7.0), tampén Tris (pH 7.5 a
9.0) y tampdén NaHCO3-Na2CO3 (pH 9.5 a 11.0); y las evaluaciones de salinidad a
0,0.5,2,3,5,7 % de NaCl a 37 °C.

Ensayo de movilidad, hemdlisis y amilasa/proteasa.

Para los ensayos de movilidad, hemdlisis y amilasa/proteasa se utilizé6 una colonia
aislada, cultivada durante 24 h para sembrar las placas que contenian medio EM
con (0.3 %, p/vol) de agar para evaluar la movilidad, agar sangre con (5 %, p/vol) de
sangre de carnero para capacidad hemolitica y agar EM suplementado con leche
descremada (2 %, p/vol) y almidén (0.4 %, p/vol) para el ensayo de
amilasa/proteasa. Se determind que una reaccidén era positiva cuando las zonas
transparentes eran facilmente visibles alrededor de las colonias para determinar
hemolisis o detectadas después de la coloracion con solucién de yodo de Lugol para
amilasa/proteasa y un crecimiento extendido alrededor del punto de siembra que se

encuentra en el medio de la placa para movilidad.

Formacion de biopelicula

El ensayo de biopelicula se realizé cultivando una colonia aislada, para cada cepa
probada, durante toda la noche a 37°C en medio exiguo. Se centrifugé a 7000 rpm
por 5 minutos y el pellet se resuspendid en 5 mL de etanol al 70 % y se incubd a
37°C hasta alcanzar una DOgy, de 0.1. Posteriormente, 300 uL de las suspensiones
bacterianas, asi como de medio exiguo, se transfirieron a pocillos de placas de
microtitulacion de poliestireno de 96 pocillos estériles, por triplicado. La placa se
incubd durante 72 h a 37°C, pasado este tiempo se lavd 2 veces con agua destilada
estéril suavemente y se tiid con cristal violeta al 1 % durante 45 min a oscuridad.
Los pocillos se lavaron dos veces con agua desionizada estéril y se secaron. El tinte
cristal violeta unido a las células adherentes se resuspendié en 200 yL de etanol al

95 % y se transfiere la suspension colorada a otra placa. Las lecturas de DO de los
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pocillos respectivos se determinaron a 595 nm y cada ensayo se determiné tres
veces. La DOsys media de los pocillos no inoculados que contenian el medio se resta
de la DO de los pocillos de prueba y se determinan los valores medios de la DOsgs
por cepa. La formacion de biopelicula se clasific6 como negativa, débil, moderada o
fuerte. El valor de corte (ODc) se definié como el valor medio de OD por encima de
tres desviaciones estandar (SD) del control negativo: ODc = OD promedio del
control negativo + (3 x SD del control negativo). Cada aislamiento se clasifico de la
siguiente manera: OD < ODc = no productores de biopelicula (categoria 0); ODc <
OD < 20Dc = productores de biopeliculas débiles (categoria 1); 20Dc < OD < 40Dc
= productores moderados de biopelicula (categoria 2); y OD > 40Dc = fuertes

productores de biopeliculas (categoria 3) [49].

Microscopio Electronico de Transmisién

El ensayo de microscopia electronica de transmision (TEM) se realizd6 en el
laboratorio del Dr. Horacio Merchant Larios colocando un cultivo overnight de la
JVH47 a una temperatura de 25 °C para posteriormente, lavarlas con agua ultra
purificada para eliminar cualquier contaminante. Se resuspendieron las células hasta
obtener una densidad Oéptica ODgy igual a 0.5 y se transfirieron 10 pyL de la
suspension a una rejilla de carbon recubierto de niquel. Se dejo la muestra reposar
en la rejilla durante un periodo de 10 minutos y se procedié a secar la muestra
utilizando un proceso que involucra drenar el exceso de liquido con papel filtro y
permitir que se seque al aire. Una vez seca la muestra, se observd en el microscopio

electronico de transmisién operando a una energia de 80 kV.

Extraccion de ADN

La extraccion de ADN se realizd6 mediante el protocolo de extraccién para Gram
positivo, que consiste en centrifugar un cultivo durante la noche durante 5 min a
8000 rpm. Se resuspendid en 250 pyL de tampdn TES y 50 uL de lisozima (10
mg/mL). El tubo se dejoé incubando a 37°C por 30 min y luego se agregaron 60 uL de
SDS al 10 % y 5 pL de proteinasa K (20 mg/mL). Se dej6 otra incubacion por 20 min
a 55°C y se procedié a una extracciéon con fenol-cloroformo. Posteriormente se

adiciond 1/10 de volumen de NaCl 5 M y 1 mL de etanol absoluto frio, incubando a
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-20°C por 15 min. Se centrifugd por 10 min a 14,000 rpm y se lavé con etanol al 70
%, centrifugando nuevamente por 10 min a 14,000 rpm. Finalmente se secd a
temperatura ambiente y se le afiadieron 30 pL de H,O con 4 % de ARNasa para

almacenarlo a 4 °C.

Amplificacion del gen 16S ARNr y alineamiento BLAST

El gen 16S ARNr se amplificé por PCR utilizando un conjunto de cebadores de
oligonucledtidos con la siguiente secuencia 16S ARNr For (5-AGA GTT TGA TCC
TGG CTC AG-3') y 16S ARNr Rev (5'-ACG GCT ACC TTG TTA CGA CTT-3") con un
tamafo de amplicon de 1500 pb. ElI programa de PCR se configur6 en un
termociclador a 94 °C durante 2 min, seguido de 25 ciclos de desnaturalizacion a 94
°C durante 30 s, hibridacion a 60 °C durante 30 s, extension a 72 °C durante 1 min,
seguido de extension final a 72 °C durante 5 min. Las concentraciones optimas de
reactivos de PCR fueron 0,2 mM de cada dNTP, 1,0 uM de cada cebador, solucion
de MgCl, 4,0 mM, 1,25 U Taq polimerasa, 1 uL de plantilla de ADN y 1x tampén. El
tubo se colocd en un termociclador de Applied Biosystems (GeneAmp PCR System)
y el programa de PCR se ejecutd como se menciond anteriormente.

El amplicon se precipité con 1/10 de NaCl 5 M y 2x de etanol absoluto, luego se
visualizé con el uso de agarosa al 1.2 % para electroforesis. Se realiz6 una
secuenciacion Sanger en el Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAM y
se alinearon los resultados utilizando BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)

empleando bases de datos estandar y secuencias altamente similares (megablast).

94.0°C | 94.0°C

72.0°C 72.0°C

2:00 min G:SDSE\ 60.0°C
; —/ 1:00 min | 5:00 min

0:30 seg

4.0°C
(s 0]

Figura 5.0. Ciclo del PCR utilizando un termociclador de Applied Biosystems (GeneAmp
PCR System).
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Ensamble de genoma completo

El ADN gendmico extraido se uso6 para la secuenciacion del genoma completo en
una plataforma lllumina HiSeq 2000 en Seqcenter. Las bibliotecas de muestras se
prepararon con el kit lllumina DNA Prep y los indices UDI de 10 pb de IDT, y se
secuenciaron en un lllumina NextSeq 2000, produciendo lecturas de 2x151 pb. Se
realiz6 demultiplexacién, control de calidad y recorte del adaptador con bcl-convert
(v3.9.3) obteniendo un 91.381 % pb > Q30. Las lecturas de mala calidad se filtraron
utilizando el software Trimmomatic 0.36. Se utilizaron lecturas con puntuaciones de
calidad de secuenciacion superiores a 28 y longitudes superiores a 36 pb para el
ensamblaje de novo de lecturas de lllumina con SPAdes (v3.13.1) con tamafos de
k-mer de 21, 33,55y 77.

Construccion de filogenias

La secuencia del gen 16S ARNr se extrajo del ensamblaje del genoma completo
usando ContEst16S [27], luego las secuencias de genes 16S ARNr de las 21 cepas
tipificadas de Exiguobacterium spp. se descargaron de NCBI y 3 cepas tipificadas de
Bacillus spp. como exogrupos. Estas secuencias se alinearon usando MUSCLE con
configuraciones predeterminadas para hacer una reconstruccion de filogenia a
travées del método de maxima verosimilitud con 1000 de arranque usando
configuraciones MEGA.

Adicionalmente, el ensamble de JVH47 también fue analizado en la plataforma Type
(Strain) Genome Server (TYGS) que combina informacion importante sobre las
especies con herramientas de analisis gendmico avanzado en una configuracion de
alto rendimiento para crear representaciones filogenéticas basadas en datos
gendmicos basicos (GBDP) a escala genodmica y la secuencia del gen 16S ARNT.

Esto con la finalidad de confirmar la identidad al nivel género y especie del aislado.

Identidad de Nucleétidos Promedio (ANI)

Se realizé una identidad de nucledtidos promedio (ANI) con las cepas JVH47, 8N,
IMTB-3094, and RW2 usando el genoma completo reportado en GenBank que
corresponde a los siguientes accesos GCA 025234665.1, GCA 025234795.1,
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GCA_000416965.1, respectivamente. Debe de existir una similitud mayor al 95-96%
con uno o0 ambos métodos (MUMer o blast) y también se debe realizar el analisis de
tetranucledtidos (TETRA) con un valor mayor al 99% (Richter & Rosell6-Mora 2009)

para determinar si pertenecen a la misma especie.

Anotacion del genoma completo

Se anoto el genoma utilizando Prokka (v1.14.6) con los parametros predeterminados
para bacterias Gram-positivas. También se utilizd Proksee para visualizar la
anotacion de Prokka y predecir marcos de lectura abiertos (ORF) del genoma
ensamblado con parametros predeterminados como el contenido/sesgo de GC y los
resultados de BLAST con la cepa RW-2.

Deteccidon de genes de resistencia a antimicrobianos

La deteccion de genes de resistencia a antimicrobianos fue llevada a cabo por
medio de RGI [26] ya que es capaz de predecir resistomas a partir de datos de
proteinas o nucleétidos basados en modelos de homologia y sustituciones de un
nucledtido (SNP) y ABRicate [51] que compara las secuencias genéticas en bases
de datos con las secuencias gendémicas de interés. Se empled el ensamblado en

contigs obtenido de SPAdes.

Determinacién de susceptibilidad antimicrobiana (MIC)

Se probaron un total de 6 antimicrobianos: penicilina (0.12-512 ug/mL), eritromicina
(0.12-512 pg/mL), tetraciclina (0.12-512 pg/mL), ciprofloxacino (0.12-512 pg/mL),
cloranfenicol (0.12-512 pg/mL) y estreptomicina (0.12-512 pg/mL). Las placas AG
ADVANGENE de 96 pocillos precargadas con caldo Mueller-Hinton catién ajustado y
los antimicrobianos, se utilizaron para la prueba de microdiluciéon en caldo. Se
prepararon pre-inoculos de aislamientos de la cepa JVH47 a partir de cultivos
durante la noche. En tubos limpios con 10 mL de agua destilada estéril, se
adicionaron alicuotas de 200 uL del microorganismo hasta alcanzar visualmente una
turbidez de 0.5 del estandar de McFarland (1.5 x 108 CFU/mL) y una ODgy, de 0.1
para posteriormente dispensar 100 uL por pocillo en la placa de microtitulacién.
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Cada placa incluia un control positivo (sin antimicrobiano anadido) y un control
negativo (solo caldo MH, sin cultivo agregado). Las placas inoculadas se incubaron
a 35°C durante 24 h con agitacién a 100 rpm y observadas a una ODgy, en un
Cytation3 Reader (v.3.04.17). Las CIM de las cepas se determinaron con base a las
pautas y recomendaciones del CLSI M100-M02/MO07 (Instituto de Normas Clinicas y
de Laboratorio) [34].

Deteccion de elementos genéticos moviles

Se realizo la busqueda del gen de resistencia a los macrolidos (mphN) dentro del
genoma completo de la cepa JVH47. Los datos obtenidos se cargaron en tres bases
de datos especificas:

ISFinder: Es una base de datos especializada en la identificacion y clasificacién de
secuencias de insercion (IS) [66].

PlasFlow: Herramienta que se utiliza para identificar plasmidos en secuencias

genéticas.

Deteccién de proteinas asociados a la virulencia

La deteccion de genes de virulencia fue llevado a cabo utilizando un enfoque
integrado de maquina de vectores de soporte (SVM) y modelo oculto de Markov
(HMM) por medio del servidor web MP3 para la prediccion de proteinas patdégenas
[28]. Es decir, realiza una busqueda de proteinas que se conoce que desempefan
un papel crucial en la capacidad para invadir, colonizar y dafar al organismo
huésped. Se empled el conjunto de datos de aminoacidos en el formato fasta (.faa)

de la anotacion en Prokka.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Aislamiento de bacterias resistentes a antimicrobianos

En un primer paso, se inocul6 la muestra de sedimento en el medio de cultivo BHI.
Para lograrlo, se efectuaron diluciones seriadas, y la dilucién 10 fue seleccionada,
ya que genero colonias individuales que pudieron ser cuantificadas. Posteriormente,
se identificaron las bacterias resistentes a antimicrobianos mediante la seleccion en
medio con antimicrobianos de manera individual y en combinacién. Se evalu6é un
total de 14 antimicrobianos los cuales fueron Cloranfenicol (CHL) del grupo de los
anfenicoles; Kanamicina (KAN), Gentamicina (GEN), Neomicina (NEO),
Estreptomicina (STR), Espectinomicina (SPT) y Apramicina (APR) del grupo de los
aminoglucosidos; Eritromicina (ERI) del grupo de los macrdlidos; Tioestrepton (ThS)
del grupo de los tiopéptidos, Acido nalidixico (NAL) del grupo de las quinolonas,
Ampicilina (AMP), Cefoxitina (FOX) y Cicloserina (CSN) del grupo de los
betalactamicos; y por ultimo la Rifampicina (RIF) del grupo de las rifamicinas. De
igual manera, se evalud su resistencia a la mezcla de todos los antimicrobianos que

fue denominada MR.

Se lograron aislar 74 colonias con patrones distintos de resistencia a diferentes
antimicrobianos, pero al menos resistentes a un antibiético. De los 74 aislados, 46
fueron sensibles a ampicilina (Ver Figura 6.0.). Estos resultados sugieren que
alrededor del 10.8 % de colonias aisladas son sensibles al grupo de los
betalactamicos los cuales inhiben la sintesis de la pared bacteriana por medio de
dos mecanismos: interfiriendo en la sintesis del peptidoglicano mediante un bloqueo
en la ultima etapa de su produccidon (transpeptidacion) y al activar la autolisina
bacteriana enddégena que destruye el peptidoglicano. De esta manera, este
antimicrobiano tiene la capacidad de actuar contra gram positivos y negativos siendo
esta una de las posibles razones por la cual se presentd una mayor sensibilidad

entre las cepas.

Interesantemente, la resistencia a la rifampicina y apramicina fue muy elevada,
como se observa en la figura 6.0. en ambos casos 58 colonias presentaron

crecimiento en los medios de seleccién con dichos antimicrobianos. La apramicina
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se une a la subunidad ribosémica 30S e interfiere en la sintesis de proteinas, sin
embargo, es conocido que el mecanismo de resistencia mas importante frente a este
antimicrobiano es la produccion de enzimas modificantes que suelen estar
codificadas por genes de resistencia en plasmidos [28]. Por otro lado, la rifampicina
tiene la capacidad de unirse a la ARN polimerasa interfiriendo con la sintesis de
ARN durante la transcripcion. Se ha encontrado que la resistencia a la rifampicina se
asocia a determinadas mutaciones en una region de 81 bp del gen rpoB que codifica
la subunidad beta de la ARN polimerasa [29]. La resistencia a la rifampicina es un
fendbmeno que se ha observado en bacterias presentes en el suelo [37]. La
presencia de rifampicina en el suelo es frecuente debido a actividades humanas
como la agricultura o la liberacion de residuos. Dado que la muestra debe contener
bacterias de suelo, es normal encontrar que la resistencia a la rifampicina fue
elevada.

Con respecto a la mezcla de antimicrobianos (MR), al estar compuesta de 7 grupos
de antimicrobianos: afenicoles, aminoglucdsidos, quinolonas, betalactamicos,
macrolidos, tiopeptidos y rifamicina; se esperaba que ninguna colonia fuera capaz
de crecer sin embargo 26 colonias lograron crecer en ella. Por ello, estas fueron
probadas en cada antimicrobiano por separado, encontrando que de igual manera
presentaron la capacidad de crecer en ellos. Sin embargo, es importante considerar
que las MIC elegidas para cada antimicrobiano fue con respecto a la reportada como
resistente para el grupo de enterobacterias por lo que estas colonias podrian tener

una MIC superior a las evaluadas.

Afenicoles Aminoglucdsidos
60 B sensibles 60 B sensibles

Resistentes Resistentes
40 40

20 20

Numero de colonias
Numero de colonias
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Figura 6.0. Resultados del estudio de resistencia por grupo de antimicrobiano. Se muestra
la cantidad de colonias que exhibieron resistencia a cada uno de los antimicrobianos, de

acuerdo a su grupo.

Caracterizacion molecular de colonias seleccionadas resistentes a multiples

antimicrobianos

De las 26 colonias que se aislaron en presencia de la mezcla MR, se seleccionaron
4 colonias que potencialmente podrian pertenecer a una especie distinta dadas las

diferencias colonias observadas. La cepa JVH3 presentd una colonia rosa, la cepa
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JVH46 presentaba una colonia amarilla; mientras que la cepa JV17 tenia una
colonia rosa claro. La cepa JVH47 crecia a colonias pigmentadas de color naranja
(Ver Figura 11.0.) ademas, en la estancia realizada por Victor Hugo Tecla Mena en el
laboratorio de la Dra. Alba se reporté que al realizarle un pretratamiento con etanol
al 70 % a la muestra un aislado con las mismas caracteristicas se obtenia
nuevamente. Las colonias seleccionadas se crecieron en medio liquido para
proceder a extraer y a observar la presencia e integridad de su DNA gendmico.
Posteriormente se obtuvo el producto purificado del PCR con un tamafio de
amplicon de 1467 pb que corresponde a la amplificacion del gen 16S ARNr (Ver
Figura 7.0.) obtenido con los cebadores 16S ARNr For y 16S ARNr Rev.

a)

1.2% agarose

Figura 7.0. Presencia e integridad del ADN gendmico y del producto de PCR. a)
Representacion grafica del marcador de peso molecular utilizado de la marca Promega que
corresponde a trece fragmentos de extremos romos de 250 a 10 000 pb. b) Gel de agarosa
al 1.2 % tefiido con bromuro de etidio del DNA gendmico de distintas cepas en donde el
carril 1 le corresponde al marcador de pares de bases, el 2 a JVH3, el 3 a JVH17, el 4 a
JVH46 y el 5 a JVH47. c) Gel de agarosa al 1.2 % tefido con bromuro de etidio del producto
de PCR donde el carril 1 le corresponde al ladder, el 2 a JVH3, el 3 a JVH17, el 4 a JVH46 y
el 5a JVH47.

Los resultados de la secuenciacion Sanger del 16S ARNr alineados en BLAST da

como resultado preliminar que el aislado JVH47 tiene una similitud con el género
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Exiguobacterium con una identidad maxima del 96.52 % y una cobertura del 98 % es
decir, la secuencia del gen 16S ARNr de la cepa JVH47 tiene el 96.52 % de los
nucledtidos en la misma posicion que Exiguobacterium sp. P2 y abarca el 98 % de
la longitud total de la secuencia correspondiente. Las cepas JVH3 y JVH46
presentaron una similitud con el género Enterococcus con un 98.04 % y 90.91 % de
identidad y una cobertura del 98 % y 97 %, respectivamente. Por ultimo, la cepa
JVH17 tuvo una similitud con el género Oerskovia con una identidad del 96.56 % y
cobertura del 98 %.

Los Enterococcus son bacterias comunes en el ambiente y se encuentran en el
intestino de humanos y animales. Son conocidos debido a su resistencia intrinseca a
condiciones adversas (altas concentraciones de sal y variaciones de pH)
permitiéndoles sobrevivir y proliferar en distintos entornos. Algunas de sus cepas
pueden ser patdégenas y causar enfermedades en ciertas condiciones ademas de
presentar resistencias a antimicrobianos como la vancomicina [59].

Las especies de Oerskovia estan presentes principalmente en el suelo y el agua,
representan microorganismos grampositivos en forma de baston, que se aislaron por
primera vez y se describieron como Nocardia mévil. Rara vez son patégenas para
enfermedades humanas sin embargo han existido especies que han causado
bacteriemia [60].

El género Exiguobacterium se describid por primera vez en 1983 [33] y desde
entonces se han encontrado 20 especies [35]. Los miembros del género
Exiguobacterium son anaerobios facultativos Gram positivos bajos en G + C en
forma de bastones cortos y rectos [36] que tienen una distribucion amplia ya que se
han encontrado en diversos ambientes, desde marinos, de agua dulce, permafrost
hasta aguas termales con un amplio intervalo de temperatura, pH, salinidad y
concentraciones de metales pesados [39]. Actualmente, investigadores han
comenzado a utilizar como modelo cepas del género Exiguobacterium, debido a que
estimulan el crecimiento de las plantas y combaten la salinidad en los campos
agricolas para contribuir al aumento en la produccién mundial de alimentos [41].

El género Exiguobacterium ha demostrado tener la capacidad de colonizar el tracto
gastrointestinal de los recién nacidos en los primeros dias de vida, mostrando una
abundancia del 62%. Posteriormente esta abundancia va disminuyendo
gradualmente hasta desaparecer con el avance de la edad [48]. Ademas, se han

descrito como patdégenos oportunistas en personas inmunocomprometidas y sanas
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causando infecciones desde piel hasta bacteremias [47,50].

Debido a su capacidad de crecer en diferentes ambientes incluyendo pretratados
con etanol al 70 %, el haber presentado una frecuencia de aislamiento del 48.4 %,
por presentar mulitresistencia a antimicrobianos y a la existencia de reportes que
demuestran su potencial para colonizar e infectar a humanos llegando incluso a

provocar su muerte. Para todos los estudios posteriores; se selecciond a la cepa
JVH47.

Cepa JVH47

Como se menciond previamente, se optd por la eleccién del aislado denominado
JVH47 para llevar a cabo su caracterizacion microbiolégica y molecular.

En la Tabla 1.0 se muestran los resultados obtenidos del BLAST de acuerdo con la
secuencia de su gen 16S ARNr. Con ello, se logré determinar que el aislado
pertenece al género Exiguobacterium sin embargo, no se logra identificar la especie

por lo que se optd por realizar una secuenciacion de genoma completo.

Tabla 1.0. Resumen resultados en BLAST de la cepa JVH47

Description Scientific Name Max Total Query E Per. Acc. | Accession

Score Score Cover value Ident Len

Exiguobacterium | Exiguobacterium 2394 2394 98 % 0.0 96.52 % | 1443 | JX083293.1

sp. P2(2012) 16S sp. P2

ribosomal RNA
gene, partial

sequence

Exiguobacterium | Exiguobacterium 2412 2412 99 % 0.0 96.48 % | 1461 | OK135833.
mexicanum strain mexicanum 1
YL-125 16S
ribosomal RNA
gene, partial

sequence

Exiguobacterium | Exiguobacterium 2410 2410 99 % 0.0 96.36 % | 1467 | ME592291.

aquaticum strain aquaticum 1
A10-77 16S

ribosomal RNA

gene, partial
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JX083293.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ZZGDZ2EP013
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_2095208988
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_2095208988
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_2095208988
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_2095208988
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_2095208988
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_2095208988
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OK135833.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ZZGDZ2EP013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OK135833.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ZZGDZ2EP013
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1402404722
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1402404722
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1402404722
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1402404722
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1402404722
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF592291.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=ZZGDZ2EP013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF592291.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=ZZGDZ2EP013

sequence

Exiguobacterium | Exiguobacterium 2407 2407 99 % 0.0 96.35% | 1469 | MG757526.
sp. strain C10-614 sp. 1
16S ribosomal
RNA gene, partial

sequence

El ADN del aislado JVH47 se extrajo y se evaluo su integridad utilizando un gel de
agarosa (Figura 7.0.). A continuacion, se determin6 su pureza mediante la relacion
260/280 obteniéndose un valor de 1.82 utilizando un espectrofotometro Nanodrop
para posteriormente llevar a cabo la secuenciacidon del genoma utilizando la
plataforma lllumina HiSeq 2000. Con las secuencias obtenidas, el genoma fue
ensamblado y anotado, realizandose un arbol filogenético utilizando el analisis del
genoma completo de la cepa JVH47 y el de las 20 especies del género
Exiguobacterium registradas en el NCBI colocando a Bacillus spp. como exogrupo
por su relacion filogenética cercana [40]. En la Figura 8.0. se observa que la cepa
JVH47 se agrupa en el clado de Exiguobacterium chirighucha RW2,
Exiguobacterium mexicanum 8N y Exiguobacterium aquaticum IMTB-3094. Con ello,
se logra confirmar que la cepa estudiada corresponde al género Exiguobacterium 'y
que se relaciona mas cercanamente con tres de sus especies. Al tener el genoma
completo, se decidié realizar otros analisis para poder asignar una especie al
aislado. Con este fin se llevdo a cabo un ensayo de una identidad de nucledtidos
promedio (ANI) que calcula un valor de identidad promedio de nucleétidos entre las
secuencias, lo que permite determinar que tan relacionados genéticamente estan los
organismos. De acuerdo al analisis, se determiné que las cepas JVH47, 8N e
IMTB-3094 presentan una similitud <95 % en la identidad nucleotidica promedio
concluyendo que no son la misma especie, por el contrario, las cepas RW2 y JVH47
tienen una similitud >96 % en el nucleétido (ANI) y un >99.9 % de similitud en
tetranucledtido (TETRA) determinando que corresponden a la misma especie de
Exiguobacterium chirighucha (Ver Figura 9.0.).

Ademas del andlisis por ANI se empled el algoritmo del servidor Type (Strain)
Genome Server (TYGS), cuyos resultados coinciden con la filogenia anterior (Ver

Anexo II).
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https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1402404722
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG757526.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=ZZGDZ2EP013
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— NZ ATCLO1000001.1 Exiguobacterium chirnghucha strain RW2 165 rRNA
9 | JVH4AT

— NR 042424 1 Exiguobacterium mexicanum strain 8N 163 ribosomal RNA partial

NR 109413.1 Exiguobacterium aguaticum strain IMTB-3094 165 ribosomal RNA partial sequence

NZ JNIQO1000001.1 Exiguobacterium aurantiacum strain DSM 6208 165 rRNA
NR 118534.1 Exiguobacterium himgiriensis strain K22-26 16S ribosomal RNA partial

100

z NZ CP073101.1 Exiguobacterium alkaliphilum strain B-3531D 16s rRNA
* —— NR 180578.1 Exiguobacterium algae strain S126 165 ribosomal RNA partial
’7 NZ MRSV01000001.1 Exiguobacterium profundum strain PHM 11 165 rRNA
1 % MR 181609.1 Exiguobacterium gingdaonense strain S82 16S ribosomal RMNA partial
L 33 NR 043005.1 Exiguobacterium aestuarii strain TF-16 165 ribosomal RNA partial

NZ KK211189.1 Exiguobacterium marinum strain DSM 16307 16s rRNA

NZ QPKS01000001.1 Exiguobacterium flavidum strain HFG0 18s rRNA

78 NR 178487 1 Exiguobacterium enclense strain NIO-1109 163 ribosomal RNA partial sequence
97

NR 042347 .1 Exiguobacterium indicum strain HHS 31 165 ribosomal RMNA partial
98

NZ CPO75897.1 Exiguobacterium acetylicum strain SI17 16s rRNA

NZ JNIS01000001.1 Exiguobacterium oxidotolerans satrin JCM 12280 165 rRNA
66 | NZ KK211188.1 Exiguobacterium undae strain 190-11 165 rRNA
S NZ JMKS01000003.1 Exiguobacterium antarcticum strain DSM 14480 16s rRNA

45 {NZ JANJYZ010000060.1 Exiguobacterium artemiae strain 9AN 165 rRNA

16 - NC 010556.1 Exiguobacterium sibiricum 255-15 165 rRNA

MR 118456.1 Bacillus thermotolerans strain SgZ-8 16S ribosomal RNA partial sequence

94

NR 145534.1 Bacillus salitolerans strain KC1 16S ribosomal RNA partial sequence

. MR 115063.1 Bacjllus halotolerans strain DSM 8802 16S ribosomal RNA partial sequence
1

noso

14

0.0s0 0.040

nnzo 0.ooo

Figura 8.0. Construccion filogenética a partir de las secuencias del 163

ARNr de todas las especies del genero Exiguobacterium registradas en

BLAST. La cepa JVH47 se encuentra en el subclado que contiene a las

cepas BN, IMTB-3094 y RW2.
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Las cepas reportadas de esta especie se han aislado de un origen en comun que

son de lagos (Los Lagos Andinos de Gran Altura (HAAL) y lago Pavilion) de ahi su

nombre 'Chiri ghucha' que en quechua significa 'lago frio' [43]. Es llamativo que

nuestro aislado procede de una megapolis y a diferencia de Los Lagos Andinos ha

estado expuesto a las actividades humanas. Esto sugiere una alta adaptabilidad de

este género bacteriano a diversas condiciones ambientales.
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Figura 9.0. Comparacion de genoma completo de las cepas JVH47, RW2, 8N y IMTB-3094

para la identidad promedio de nucleétidos (ANI). Las cepas RW2 y JVHA47 tienen una

similitud >96 % en el nucledtido (ANI) y un >99.9 % de similitud en tetranucleétido (TETRA)

determinando que son la misma especie.
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Adicionalmente, con la anotacién del genoma se pudo realizar su visualizacién por
medio de Proksee (Ver figura 10.0.) donde se resalta que existe una diferencia en el
tamafo del genoma de 3,019,018 pb a 2,983,231 pb respectivamente, entre la cepa
RW2 y JVH47. La diferencia entre los tamafos de genoma se puede deber a la
calidad con la que se realizo el ensamble que conlleva a un cromosoma no cerrado
al existir regiones no secuenciadas o fragmentos faltantes en la secuencia de ADN y
para ello, seria necesario realizar otros programas de ensamblaje o incluso utilizar
otra tecnologia de secuenciacion para realizar un ensamble hibrido que nos permita

cerrar el cromosoma.

. M orF

TTTTHS Ny M GC Skew+

M GC Skew-

W GC Content

cDSs

tRNA

M rRNA

M tmRNA

BLAST chirighucha strain RW-2

Exiguobacterium chirighucha
strain JVH47 | -
2,983,231 bp --.,; -

Figura 10.0. Grafico del genoma de la cepa RW?2 utilizando Proksee. Visualizacion por
medio de Proksee de la anotacion de Prokka donde se predicen marcos de lectura abiertos
(ORF) con parametros del contenido/sesgo de GC y los resultados de BLAST con la cepa
RW-2.
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El genoma de la bacteria JVH47 encontrado en la figura 10.0 muestra un bajo
contenido de GC lo que implica una composicion de bases desequilibrada en su
genoma que puede influir en su estructura de ADN, resistencia a la temperatura,
clasificacion taxondémica y su adaptaciéon a entornos particulares [80]. Contiene
ademas 21 RNAt, 10 RNAr y una mayor presencia de ORF que CDS. Esto ultimo, se
puede pensar que es algo normal ya que no todos los ORFs se traducen en
proteinas funcionales, y no todas las secuencias de ADN con el potencial de

codificar proteinas se traducen y expresan de manera efectiva [81].

Caracterizacion morfolégica de la cepa Exiguobacterium chirighucha JVH47

La cepa RW2 de Exiguobacterium chirighucha es un aerobio Gram-positivo que es
facultativamente anaerobio formador de colonias circulares, lisas y de color naranja
brillante que suelen tener entre 3 y 4 mm de diametro [42]. Conociendo esto, se
procedio a realizar la caracterizacion morfologica del aislado JVH47.

En medio BHI la cepa JVH47 forma colonias coloracion anaranjada con un tamafo
de 3.5 mm de diametro, brillante, lisa y circular con borde completo. Es un anaerobio
facultativo y la tincion de Gram, indica que es una bacteria Gram positiva en forma
de bacilo corto no formadora de esporas (Ver Figura 11.0.). Estas son caracteristicas
comunes de todas las bacterias del género Exiguobacterium. Particularmente, la

coloracion anaranjada se debe a la produccion del pigmento carotenoide C,.

Dentro de su genoma se encuentra el gen spo0OA, que codifica para el regulador
maestro de la esporulacion [61], pero como ocurre con muchas bacterias del Filo de
los Firmicutes pueden conservar algunos genes involucrados en la esporulacién sin
que esta pueda llevarse a cabo. Precisamente por la relevancia de este gen en el
control de la esporulacion, es posible que se haya mantenido en el genoma mientras

que los otros genes se han ido perdiendo durante la evolucion.
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Figura 11.0. Caracterizacion morfoldgica del aislado JVH47. a) Vista microscopica con
objetivo 100x del Gram realizado a la cepa JVH47 donde se aprecian bacterias Gram
positivas en forma de bastén corto que no forma esporas. b) Vista macroscopica de las
colonias de la cepa JVH47 donde se observan colonias pigmentadas de color naranja, de

3.5 mm de diametro, brillantes, lisas y circulares de borde completo.

Perfil de tolerancia ambiental y metabdlico de la cepa Exiguobacterium
chirighucha JVH47

Las bacterias del género Exiguobacterium se han aislado de diferentes ambientes y
se postula que tienen una amplia capacidad de adaptacion mediante la tolerancia a
temperaturas, salinidad, pH y entre otros. Como ejemplo, Exiguobacterium
chirighucha RW2, cepa filogenéticamente mas cercana a JVH47, se aislé de una
estera de cianobacterias microbianas dentro de un lago Pavilion en el sureste de
Columbia Britanica es un formador de biopeliculas, que puede crecer en un intervalo
de salinidad del 0-7 % y exhibe el intervalo de crecimiento térmico mas alto (4 a 50
°C) como el intervalo de crecimiento de pH mas amplio (5 a 11 pH) jamas
informados para el género Exiguobacterium [42] por lo tanto, en este estudio
probamos la capacidad de nuestro aislado de crecer en dichas condiciones.

Para las determinaciones de efecto de temperatura, pH y salinidad, se disefid el
medio EM el cual nos permitié ajustar los valores de pH y cantidades de NaCl. Esto
debido a su incapacidad de crecer en el medio mas utilizado para el crecimiento de
bacterias Luria-Bertani (LB).

Se realizé un ensayo de crecimiento en diferentes temperaturas para caracterizar la
termotolerancia de la cepa. Se evaluaron 7 temperaturas que cubrian de los 0 a los

55 C. La cepa JVH47 tiene una temperatura 6ptima de crecimiento de 37 °C (Ver
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figura 12.0.) por lo que se le puede clasificar con base en la temperatura como
mesdfila, al crecer en temperaturas dentro del intervalo 20 °C - 45 °C [30]. Con ello,
tiene la posibilidad de encontrarse en animales de sangre caliente y en ambientes
acuaticos como terrestres que presenten una temperatura en torno a los 36.5°C a
37.5°C [31].

En contraste con la cepa filogenéticamente mas proxima, que fue aislada en el frio
Lago Pavilion, donde las temperaturas del agua pueden descender
significativamente, incluso alcanzando valores de 0°C o menos durante el invierno,
nuestro aislado no pudo replicarse en dichas condiciones.

Pese a que no crece a altas temperaturas, en su genoma se encuentra una enzima
proteolitica que tiene la capacidad de ejercer su actividad en un intervalo de
temperatura que va desde aproximadamente de los 50°C hasta 75°C [38] sin
embargo queda pendiente comprobar su funcionalidad.

De esta manera nuestro aislado maneja un intervalo de temperatura menor a la cepa
de Exiguobacterium chirighucha RWZ2 lo que indica que ha desarrollado
adaptaciones genéticas que le permiten sobrevivir en ambientes mas calidos. Esto le
confiere la habilidad de prosperar a la temperatura corporal humana (35°C), lo que le
concede la capacidad de colonizar y, posiblemente, causar infecciones en el cuerpo

humano.
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Figura 12.0. Efecto de la temperatura en la cepa JVH47. El andlisis se llevo a cabo a 24, 48
y 72 h a temperaturas de 0 °C (naranja), 4 °C (morado), 25 °C (gris), 30 °C (amarillo), 37 °C
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(azul), 45 °C (verde) y 55 °C (café). El analisis estadistico ANOVA (andlisis de varianza)

muestra que hay diferencia significativa entre todos los grupos por tiempo.* p < 0.05.

Otra caracteristica interesante del género Exiguobacterium es la capacidad de
crecer en diversas concentraciones de iones hidrogeno. Como se observa en la
Figura 13.0. la cepa JVH47 tiene la capacidad de crecer en pH neutro y alcalino
teniendo un pH éptimo de crecimiento en 9 clasificandose como alcalofilo [30]. Esto
nos indica que como cualquier alcaléfilo, la cepa se ha adaptado a través de la
modificacién evolutiva de la estructura lipidica y proteica y de mecanismos
compensatorios para mantener la fuerza motriz proténica en un ambiente alcalino
como puede ser que la obtencion de energia se obtenga a partir de un gradiente
idnico Na* en lugar de una fuerza motriz proténica como lo presenta Bacillus firmus.
Ademas, muchas enzimas de alcaldfilos tienen un punto isoeléctrico mayor, debido a
un incremento en el numero de aminoacidos basicos, que las enzimas homdlogas
de neutrdfilos [31]. La cepa JVH47 presenta dentro de su genoma genes que
codifican para transportadores antiporte de Na*, Li*, K/ H* lo que le permite por
ejemplo, bombear iones de sodio hacia afuera de la célula y, al mismo tiempo, llevar
iones de hidrégeno hacia el interior de la célula. Esto mantiene el pH intracelular
permitiéndole adaptarse a diferentes condiciones como ambientes alcalinos. Este
sistema de transporte podria estar involucrado en la supervivencia en pH elevados.
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Figura 13.0. Efecto del pH en la cepa JVHA47. El analisis se llevé acaboa 24,48y 72 h a
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pH 4 (morado), 5 (naranja), 6 (gris), 7 (amarillo), 8 (rosa), 9 (verde), 10 (azul) y 55 °C (café).
El analisis estadistico ANOVA (analisis de varianza) muestra que hay diferencia significativa

entre todos los grupos por tiempo. *p < 0.05.

Otra de las caracteristicas mas estudiadas del género Exiguobacterium es su
tolerancia al estrés salino. Para ello, la cepa JVH47 se crecié en medio EM con
concentraciones diferentes de NaCl. La prueba de salinidad observada en la figura
14.0. muestra que la cepa JVH47 crece mejor en presencia de NaCl por lo cual se le
clasifica como un haléfilo con una concentracién 6ptima de NaCl observada del 3 %.
La concentracion éptima de NaCl del microorganismo depende del habitat y se ha
demostrado que los microorganismos marinos crecen mejor con NaCl entre el 1 % y
el 4 % [31].

Por otro lado, tiene la capacidad de crecer en un intervalo de salinidad del 0.5-7 % lo
que nos habla de que ha desarrollado mecanismos para tolerar altas
concentraciones de sal. Esta capacidad de crecer en un intervalo alto de salinidad
al parecer es una propiedad intrinseca del género debido a que la cepa RW2

también lo presenta.

*

2.5 *
*

* *
mo
mo5
m2

Kk o M 3
I |5
u7
* * ok
24

48

0OD600
=
wu

[a—

0.5

Tiempo (h)

Figura 14.0. Efecto de la salinidad en la cepa JVH47. El analisis se llevo a cabo a 24 y 48 h
a porcentaje de salinidad del 0 % (morado), 0.5 % (naranja), 2 % (gris), 3 % (amarillo), 5 %

(rosa) y 7 % (verde). El analisis estadistico ANOVA (analisis de varianza) muestra que hay
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diferencia significativa entre todos los grupos por tiempo.* p < 0-05.

Las actividades metabodlicas que permiten el empleo y asimilacién de fuentes de
carbono y nitrdgeno son también mecanismos claves para la adaptacién y
supervivencia de las bacterias. Por ello, se realizé la prueba de amilasa, proteasa y
hemdlisis al aislado (Ver Figura 15.0.). La cepa JVH47 demostré6 ser amilasa
positivo, lo que significa que tiene la capacidad de digerir los carbohidratos al tener
la enzima encargada de catalizar la hidrolisis de enlaces glicosidicos a-1,4
presentes en el almiddn, glicbgeno y otros polisacaridos. Se encontré dentro de su
genoma que cuenta con la alpha y beta amilasa permitiéndole generar fragmentos
de carbohidratos mas cortos y maltosa como producto final [62]. Esto le permite
adaptarse a diversos sustratos lo que le proporciona una ventaja competitiva al tener
la capacidad de aprovechar distintas fuentes de energia que otras bacterias no
pueden degradar. También es proteasa positiva, es decir hidroliza las proteinas en
proteinas mas pequenas o unidades proteicas mas pequefas, como péptidos o
aminoacidos proporcionandole una fuente de nutrientes diversificada.

La cepa JVH47 es gamma-hemolitico, no produce hemolisinas que son enzimas
extracelulares encargadas de la lisis de los glébulos rojos de la sangre lo que quiere
decir que tiene la capacidad de adquirir el hierro por otras vias. En el genoma de la
cepa JVH47 se encuentran las proteinas YfiZ y YfiY involucradas en el transporte y

unién de sideroforos los cuales son moléculas secretadas por microorganismos para

capturar y transportar hierro del entorno circundante.
a) b)

Figura 15.0. Prueba de proteasa, amilasa y hemodlisis. a) Vista macroscoépica de la placa
con agar exiguo suplementado con leche descremada (2 %, p/vol) y almidén (0,4 %, p/vol)

inoculada con la cepa JVH47 y revelado con solucion de yodo de Lugol después de 24 h a
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37 °C. b) Vista macroscopica de la cepa JVH47 inoculado por 24 h a 37 °C en placa con

agar sangre con (5 %, p/vol) de sangre de carnero para capacidad hemolitica.

Motilidad de la cepa Exiguobacterium chirighucha JVH47

La capacidad de movimiento, conocida como motilidad, desempefia un papel crucial
en la supervivencia de las bacterias. Esta habilidad les permite adaptarse y
responder a su entorno de manera eficaz. En particular, la motilidad se convierte en
un mecanismo esencial cuando las bacterias se enfrentan a situaciones de estrés
ambiental, como la presencia de antimicrobianos u otras condiciones adversas. Esto
les confiere la ventaja de alejarse del estimulo, buscar nutrientes y nichos ecolégicos
adecuados

Con respecto a la prueba de movilidad, la cepa JVH47 muestra tener la capacidad
de ser movil (Figura 16.0) con una disminucion en la produccion de su pigmento
naranja (panel a). Adicionalmente, mediante el TEM se logra observar la presencia
de flagelos lofotricos es decir, presenta multiples flagelos que estan agrupados en un
solo extremo de la célula. Estos flagelos pueden funcionar de manera coordinada
para proporcionar una movilidad rapida y direccional.

Es muy interesante que, acompafado a la movilidad, se observé una disminucion
del carotenoide naranja que se ha probado que tiene efectos antibacteriales [42].
Siendo probable que dado el costo metabdlico que implica la produccion del
pigmento y el mecanismo de motilidad, la bacteria seleccione uno de ambos
mecanismos.

Genotipicamente se encontraron genes involucrados en la formacion y funcion del
flagelo como motB, fliG, fliE, fliW, entre otros (panel c). Ademas de los genes
involucrados en la formacién del flagelo, en el genoma se identificaron los genes que
codifican para las proteinas SwrC y SwrD involucradas en la motilidad de swarming
[63,64]. El swarming es un fendmeno observado en algunas bacterias cuando se
agrupan y se mueven en una capa extensa y altamente coordinada sobre una
superficie sélida o semisdlida lo que le confiere ventajas para colonizar superficies,
produccion de biopelicula y defensa contra otras especies microbianas.

La capacidad de movilidad de la cepa JVH47, ya sea por medio de flagelos o
swarming, le confiere varias ventajas adaptativas que pueden beneficiar su

supervivencia y éxito en diferentes entornos ya que le permite buscar nutrientes e
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incluso colonizar en nuevos nichos.

a)

c)

Cédigo de identificacion

Descripcion

Cédigo de identificacion

Descripcion

>EGHCFAJG_00450

Flagellar basal-body rod
protein FIgG

>EGHCFAJG_01860

Flagellar biosynthetic
protein FIliP

>EGHCFAJG_00798

Flagellar assembly factor
Fliw

>EGHCFAJG_01861

Flagellar biosynthetic
protein FliQ

>EGHCFAJG_00812
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>EGHCFAJG_01862

Flagellar biosynthetic
protein FliR

>EGHCFAJG_00815

Flagellar hook-associated
protein 2

>EGHCFAJG_01863

Flagellar biosynthetic
protein FIhB

>EGHCFAJG_00816

Flagellar secretion
chaperone FIiS

>EGHCFAJG_01864

Flagellar biosynthesis
protein FIhA

>EGHCFAJG_01832

Flagellar biosynthetic protein
FIhB

>EGHCFAJG_01865

Flagellar biosynthesis
protein FIhF

>EGHCFAJG_01842

Flagellar basal body rod
protein FigB

>EGHCFAJG_01866

Flagellum site-determining
protein YIxH

>EGHCFAJG_01843

Flagellar basal-body rod
protein FIgC

>KBGJMGPO_00851

Swarming motility protein
SwrC

>EGHCFAJG_01844

Flagellar hook-basal body
complex protein FIiE

>KBGJMGPO_01450

Swarming motility protein
SwrD

>EGHCFAJG_01846

Flagellar motor switch
protein FliG

>EGHCFAJG_01856

Flagellar motor switch
protein FliM

Figura 16.0. Motilidad de la cepa JVH47. a) Vista en el microscopio electrénico de

transmisién de la cepa JVH47 donde se observan flagelos lofotricos. b) Vista macroscépica
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de la placa con medio exiguo con (0,3 %, p/vol) de agar para evaluar movilidad e inoculada
al centro con la cepa JVH47 por 48 h a 37 °C. c) Listado de proteinas asociadas a la

formacion del flagelo y al proceso de swarming obtenidos de la anotacion en prokka.

Formacién de biopelicula de la cepa Exiguobacterium chirighucha JVH47

La formacion de biopeliculas es un proceso mediante el cual comunidades
microbianas, como bacterias y otros microorganismos, se adhieren a superficies
sodlidas o interfaces liquido-solido y forman estructuras multicelulares y adherentes.
Su importancia radica en que actua como una defensa contra factores ambientales
adversos facilitando de esta manera la supervivencia de las bacterias que la
componen. En términos de patogenicidad, las biopeliculas pueden aumentar la
virulencia de las bacterias al permitirles adherirse firmemente a las células huésped
o a las superficies en el cuerpo humano. Esto facilita la colonizacién y la
propagacion de infecciones, ademas, la resistencia a antimicrobianos es una
caracteristica importante de las biopeliculas, lo que las convierte en un desafio
significativo en la gestion de infecciones.

Para medir la produccion de biopelicula se empled la cepa JVH47 y se compard con
un aislado ambiental perteneciente al mismo género. La cepa que empleamos para
comparar pertenece al género Exiguobacterium y fue aislada por el grupo de la Dra.
Valeria Souza del Instituto de Ecologia en Cuatro Ciénegas, Coahuila.
Cuatrociénegas es una regidon que se caracteriza por poseer una serie de cuerpos
de agua, como lagunas y manantiales, rodeados por un paisaje semiarido y
desértico. Se encuentra alejada de centros urbanos y areas industriales, lo que limita
la exposicion a contaminantes ambientales y actividades humanas que podrian
perturbar a las bacterias residentes.

Se obtuvo que la cepa JVH47 es un fuerte productor de biopelicula (categoria 3)
mientras que la Exiguobacterium sp. P4526 es un productor moderado de
biopeliculas (categoria 2) como se observa en la tabla 2.0. A pesar de que ambas
especies pueden formar biopeliculas el aislado JVH47, tiene una mayor capacidad
para hacerlo. Seria interesante determinar si existen diferencias a nivel genético o
de expresidon de las proteinas y moléculas de adhesién que le permiten adherirse
con mayor eficacia en comparacién con otras cepas como el aislado de Cuatro

Ciénegas.
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Esta capacidad de formaciéon de biopelicula fuerte le otorga una ventaja de
supervivencia ya que le permite concentrar nutrientes proporcionando ademas una
proteccion frente a fluctuaciones medioambientales de humedad, temperatura y pH.
De igual manera, esta estructura altamente organizada le funciona como una barrera
que facilita su resistencia frente a la desecacion, oxidantes, biocidas y algunos

antimicrobianos [32].

Tabla 2.0. Analisis del valor de corte (ODc) para la formacion de biopelicula con la
cepa JVH47 y cepa P4526.

RESULTADOS JVH47

0D CONTROL - 0D 70 % JVH47
3 VECES LA DESVIACION 0.0015|PROMEDIO QD 0.23608
DO DEL CONTROL - 0.0433
oDC 0.0448 0D >40DC
20DC 0.0895 RESULTADO
40DC 0.1790 Categoria 3 (fuerte productor de biopélicula)

RESULTADOS Cepa P4526

0D CONTROL - 0D 70 % Exiguo P4526
3 VECES LA DESVIACION 0.0015|PROMEDIO OD 0.12075
DO DEL CONTROL - 0.0428
0DC 0.0443 20DC< 0D < 40DC
20DC 0.0885 RESULTADO
40DC 01770 Categoria 2 (productor moderado de biopélicula)

Determinacién de la concentracion minima inhibitoria de JVH47 y su

comparacion con una cepa aislada de Cuatro Ciénegas

La cepa JV47 fue seleccionada en principio por su capacidad de crecer en presencia
de 14 antimicrobianos, por lo que se procedio a realizar un estudio de determinacion
de susceptibilidad antimicrobiana siguiendo las directrices del Instituto de Normas
Clinicas y de Laboratorio (CLSI) y comparandolo con la cepa P4526. En la tabla 3.0.
se muestra que la Exiguobacterium chirighucha JVH47 es resistente, segun las MIC
reportadas en un estudio realizado a Exiguobacterium sp. S3-2 [39], a la Penicilina
(1 pg/mL), Eritromicina (32 pg/mL), Estreptomicina y Ciprofloxacino, estos ultimos
dos sin llegar a un valor de corte en las concentraciones probadas. Los resultados
de MIC obtenidos, indican una diferencia de resistencia entre la cepa JVH47 y
P4526. El aislado JV47 muestra resistencia a la eritromicina, a diferencia de la cepa
P4526, que es sensible a este antimicrobiano. Ademas, aunque ambas cepas son

sensibles a tetraciclina, la JVH47 muestra ser mas resistente al tener una MIC mas
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alta. Esto es interesante ya que Cuatro Ciénegas es famosa por albergar
estromatolitos microbianos morfolégicamente diversos que se asemejan a las
condiciones de los océanos antiguos, y por lo tanto, estamos comparando con un

antiguo reservorio de resistencia.

Para analizar estos resultados y para determinar si el genotipo es el mismo que el
fenotipo, con ayuda de la anotacién del genoma, se llevd a cabo el analisis del
resistoma de las las especies filogenéticamente mas cercanas a JVH47 asi como de
la cepa P4526. El estudio incluyo el analisis de Exiguobacterium chirighucha JVH47
y RW-2, Exiguobacterium  mexicanum, Exiguobacterium aquaticum 'y
Exiguobacterium sp. P4526, con el fin de comprender la diversidad de la totalidad de
los genes de resistencia mediante predicciones bioinformaticas y compararlo con la

informacion del fenotipo.

Tabla 3.0. Resumen de los resultados de determinacion de susceptibilidad

antimicrobiana.

MIC Exiguobacterium Exiguobacterium sp.
Antimicrobiano (ug/mL) chirighucha JVH47 P4526
reportada
MIC R/S MIC R/S
[50]
(Mg/mL) (Mg/mL)
Penicilina >0.25 1 R 1 R
Eritromicina 24 32 R 2 S
Tetraciclina =8 2 S 1 S
Estreptomicina =16 >512 R >512 R
Ciprofloxacino >0.25 >512 R >512 R

R: Resistente
S: Sensible
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Prediccion Dbioinformatica del resistoma de JVH47 y especies

filogenéticamente relacionadas ademas de una cepa de Cuatro Ciénegas

Como se observa en la tabla 4.0 el gen qacG se encuentra conservado en todas las
secuencias analizadas desde una cepa primitiva como es la P4526 hasta la cepa
JVH47 aislada de una Megapolis. Este gen codifica para una pequefia bomba de
eflujo de resistencia a multidrogas que confiere resistencia al cloruro de benzalconio
y al bromuro de etidio. Este gen se encuentra ampliamente distribuido en distintas
familias bacterianas y en la mayoria de los casos se encuentra fijo en el cromosoma,
con excepcion de algunos aislados de Acinetobacter baumannii donde se ha

encontrado en plasmidos [44].

Asimismo, el gen vanY en el cluster vanM también se encuentra presente en todas
las secuencias analizadas. El gen vanY esta involucrado en la resistencia a los
glicopéptidos, especialmente a la vancomicina, por medio de una enzima que
modifica los precursores de la pared celular bacteriana [45]. En el contexto de vanM,
vanY se asocia con la resistencia a la teicoplanina y a algunos otros
antimicrobianos, ademas de la vancomicina. Este cluster, en comparacion a otros
clusters como vanA, el cual es el sistema de resistencia a la vancomicina mas
comunmente encontrado en enterococos, generalmente se ha encontrado en
Staphylococcus aureus resistente a la vancomicina (VRSA) y Staphylococcus
epidermidis resistente a la vancomicina (VRE) [45]. Esto implicaria que las bacterias
que albergan este gen especificamente en este cluster, como la JVH47, pueden
tener la capacidad de resistir a multiples antimicrobianos, dentro de los que se
encuentran los glicopéptidos, lo que tiene implicaciones importantes en términos de

salud publica y terapia antimicrobiana.

Por otro lado, se identificaron dos genes de resistencia en la cepa JVH47 que no
estaban presentes en ninguna de las otras secuencias analizadas. Una de ellas fue
encontrada debido a que se realizd la anotacion del ensamble del genoma de la
cepa JVH47 por medio de SPAdes pero sin realizar el proceso de trimming
encontrando el gen que codifica a la resistencia a betalactamicos llamado blargy.116.
El blatgm.116 €S UNa beta-lactamasa de amplio espectro que se encuentra en muchas
especies de bacterias. Concede resistencia a penicilinas, monobactamicos,

carbapenémicos y cefalosporinas. El otro gen encontrado denominado mphN fue
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encontrado bajo el proceso de trimming el cual codifica a una enzima
fosfotransferasa de macrdélidos. El gen mphN es conocido por conferir resistencia a
macrolidos especificamente de 14 miembros de anillo de macrolactona, como la
claritromicina y la roxitromicina. Los macrdlidos varian segun el numero de anillos de
macrolactona que contienen que van desde los 12 a 16 miembros [46] como es el
caso de la eritromicina que tiene 16. El que nuestro aislado presente resistencia a la
eritromicina nos indica que el gen mphN puede presentar mutaciones que ampliaron
su espectro de resistencia a macrolidos de 14 a 16 miembros. Seria necesario
corroborar esto mediante experimentos que involucren la expresion de este gen en
un microorganismo susceptible y luego determinar si efectivamente le otorga

resistencia.

La presencia de este gen podria explicar el porqué la cepa JVH47 es resistente a la
eritromicina en comparacién a la P4526. La presencia activa del gen mphN en el
genoma de JVH47, le confiere resistencia fenotipica a la este. Por otro lado, la cepa
P4526 carece de este gen, lo que la hace susceptible a la eritromicina que se
encuentra dentro del grupo de los macrolidos. Ademas, la ausencia de este gen en
la cepa RW2 sugiere que no forma parte del resistoma del género Exiguobacterium.
Existen muy pocos estudios sobre la presencia de este gen sin embargo se ha
encontrado que este gen esta asociado con la resistencia observada en la clinica
por medio de un estudio con una cepa de Exiguobacterium aislada de un sedimento
de una piscifactoria [39]. Ademas, han encontrado que es probable que este
homologo del gen mphN puede haber sido capturado por elementos genéticos
moviles al menos cinco veces independientes al no agruparse en el analisis
filogenético (Ver Anexo V) [46].

A modo de conclusién el resistoma del género Exiguobacterium en promedio tiene 4
genes de resistencia detectado por CARD, donde el aislado de Cuatro Ciénegas
mostré una cantidad de genes menor, con solo 2 genes, en comparacién con el

aislado JVH47, que exhibié un total de 6 genes.

Adicional al analisis predictivo con CARD, el cual contiene informacion sobre una
amplia variedad de genes de resistencia a antimicrobianos, una busqueda manual
nos permitio identificar los genes codificantes para proteinas de union a penicilina

(Pbp), PbpX para el aislado JVH47 y la proteina 2B para la cepa P4525, los cuales
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se han encontrado estar involucradas en la resistencia a la penicilina [68]. Esto
correlaciona con el analisis de MIC con respecto a la resistencia fenotipica que

presenta la cepa JVH47 y la cepa P4526 hacia la penicilina.

Con respecto a la estreptomicina, el cual es un antibiético aminoglucésido que actua
interfiriendo con la sintesis de proteinas en las bacterias, tiene una accion limitada
contra bacterias Gram positivas debido a su estructura caracteristica de pared
celular gruesa la cual dificulta la entrada de la estreptomicina y otros
aminoglucésidos, razon por la cual nuestro aislado pudo haber presentado
resistencia. Por otro lado, preliminarmente no se encontraron genes o proteinas
relacionadas con el mecanismo de resistencia hacia el ciprofloxacino por lo que
quedaria pendiente la busqueda de ellos ya que en los primeros analisis

encontramos resistencia.

Tabla 4.0. Resistoma de distintas cepas del género Exiguobacterium.

Resistance | Exiguobacterium | Exiguobacterium Exiguobacterium Exiguobacterium | Exiguobacterium
Mechanism mexicanum 8N aquaticum chirighucha RW-2 chirighucha sp. P4526

IMTB-3094 JVH47

Antibiotic v v v
target
alteration

Antibiotic v v v v
efflux

Antibiotic 4
inactivation

Antibiotic v v v v
target
alteration

Antibiotic v v v
target
alteration

Antibiotic 4
target
alteration

Antibiotic v
inactivation
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Genes de resistencia a antimicrobianos asociados a elementos moviles

Como se mencioné previamente, se ha postulado que el gen mphN junto con otros
miembros de esta familia, pueden ser capturados por elementos genéticos méviles,
como, por ejemplo, plasmidos y transposones [46], se procedié a buscar la
presencia de estos elementos. Primeramente, se analizé el contexto génico de
17,625 pb rio arriba y abajo del gen (Ver Figura 17.0). Los elementos moviles a
menudo contienen secuencias caracteristicas que los distinguen de las secuencias
genéticas regulares como secuencias terminales repetidas inversas, genes
asociadas a la movilizacion o secuencias de reconocimiento de insercién; por ello el
analisis del contexto génico nos permitira buscar secuencias que se asemejan a
elementos méviles conocidos.

Dentro de los resultados se encontré una hidrolasa bifuncional de la pared celular
CwilIT que se espera que desempefie un papel importante en la propagacién de los
transposones [69]. De igual manera se destaca la proteina ComEC que es
encargada de transportar el ADN monocatenario al citosol en el proceso de
transformacion [70] y la proteina ArdC con actividad de antirestriccion que se ha

demostrado que permite ampliar el rango de huéspedes de plasmidos [71].

De esta manera, nos enfocamos en la busqueda de dos elementos moviles:
transposon y plasmido. Los transposones estan conformados principalmente por
secuencias terminales repetidas (LTR) en ambos extremos y por el gen transposa.
Por lo tanto se procedi¢ a identificar elementos de insercion por medio de ISFinder
[66] encontrandose una similitud a 6 familias IS (IS5, 1S66, 1S3, 1S200, ISL3 e
ISL30) (Ver Anexo VI). Sin embargo, el alineamiento determind que no se
encontraba una similitud por ninguna de las familias.

Los plasmidos estan conformados principalmente por un origen de replicacién (ORI)
y por secuencias de promocion y regulacion, por lo que se realizd6 un analisis
empleando el programa PlasFlow. Este determiné que el nodo donde se encuentra
el gen mphN es un plasmido no clasificado (Ver Anexo VIl). Complementando esto
con el analisis del genoma completo de la bacteria, se detectaron 4 tipos de
proteinas que contienen un dominio similar a una inmunoglobulina (lg). Estas

proteinas se han detectado que se encuentran en las regiones de transferencia de
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varios plasmidos ya que les permite reducir la motilidad celular facilitando el contacto
entre células [72]. Solo se logré anotar 16 genes, pero todos ellos parecen estar
relacionados con la movilizacion.

Al no encontrarse un origen de replicacion, pero si la presencia de una
recombinasal/integrasa y una endonucleasa se deduce que el gen mphN pudo haber
sido adquirido por medio de un plasmido con la posibilidad de haber tenido la
capacidad de integrarse al genoma, sin embargo, seria necesario realizar el

ensamble del plasmido y posteriormente una validacién experimental para confirmar.
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xerD: Tyrosine-type recombinase/integrase jvh47_00059: YolD-like family protein
jvh47_00023: AAA family ATPase jvh47_00060:Alw! family type Il restriction endonuclease
Jjvh47_00024: Helix-turn-helix transcriptional regulator containg a XRE family domain  juh47 00062: DNA cytosine methyltransferase
jvh47_00028: Type IV secretory system conjugative DNA transfer family protein jvh47_00065:AAA family ATPase

jvh47_00035: Lysozyme family protein

jvh47_00042: ArdC-like ssDNA-binding domain-containg protein
jvh47_00045: ComEC/Rec2 Family competence protein
jvh47_00048: DNA/RNA non-specific endonuclease
jvh47_00049: M20/M25/M40 family metallo-hydrolase (Zinc)
jvh47_00051: Helix-turn-helix protein

Figura 17.0. Contexto génico alrededor del gen mphN. El gen de interés mphN se encuentra

en morado y se destacan los genes cwITy comEC.

Esto nos permite deducir que la cepa es capaz de adquirir material genético externo
al presentar proteinas involucradas en el proceso de transformacién y conjugacion
los cuales le permitieron posiblemente la adquisicion de un plasmido que contenia el
gen mphN. Este gen codifica para una enzima llamada nucleétido 2'-O-
metiltransfera la cual es responsable de la modificacion de ribonucleétidos en el
ribosoma bacteriano, evitando que los antimicrobianos se unan eficazmente al
ribosoma y, por lo tanto, inhiban la sintesis de proteinas bacteriana.

De los 13 homodlogos de mph que han sido validados experimentalmente en
diferentes estudios [46], se ha demostrado que han sido capturados a través de
elementos genéticos moéviles lo que implica que tienen un alto riesgo de

movilizacion. Esto coincide con los resultados mostrados en este trabajo, donde la
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presencia del gen mphN fue adquirido por la cepa JVH47 posiblemente por medio
de un plasmido. El que se encuentre en un plasmido da la pauta a la posibilidad de
transferencia de este gen a otras bacterias dado a su capacidad de movilizarse por
medio del proceso de conjugacion o incluso transformacién. Esto contribuye a la
difusion de la resistencia a los antimicrobianos en la poblaciéon bacteriana cuyo
fendmeno podria complicar el tratamiento de infecciones al aumentar la presencia
de bacterias resistentes a los antimicrobianos, o que hace que el tratamiento sea

mas dificil o menos efectivo.

Viruloma de la cepa Exiguobacterium chirighucha JVH47

Han existido reportes de infecciones graves asociadas al género Exiguobacterium,
por lo tanto, se realizdé una busqueda de las proteinas de virulencia que presenta la
cepa JVH47 para evaluar su probable patogenicidad tomando en cuenta solo los
resultados considerados como “patégenos” por ambas predicciones (HMM y SVM)
para una determinacién mas confiable. El modelo de Markov Oculto (HMM) es un
modelo estadistico que se utiliza para modelar secuencias de datos para inferir
estados no observables a partir de datos observables. Mientras que la Maquina de
Vectores de Soporte (SVM) utiliza algoritmos de aprendizaje supervisado para
clasificar.

Se encontraron (Ver Anexo V) 101 proteinas y entre ellas estan presentes las
proteinas de resistencia a multiples farmacos (EbrA y EbrB) que estan asociadas
con la resistencia a multiples farmacos en bacterias ya que permiten la expulsion o
evita la accién de estos, lo que resulta en una mayor tolerancia a los medicamentos.
Adicionalmente se encuentra el sistema de secrecion tipo IV (SST4) que le permite
secretar proteinas para interactuar con las células del huésped permitiendo su
adhesion o influir en las respuestas inmunolégicas. Ademas, se ha encontrado que
este sistema puede estar involucrado en la transferencia de genes entre bacterias
permitiendo la transferencia de genes de virulencia.

Asimismo, se encontré la proteina BdIA que se encuentra involucrada en la
formacion y dispersion de biopeliculas lo que le facilita una colonizacién hacia al
huésped y una proteccidén contra el sistema inmunoldégico como a los tratamientos

médicos.
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Dentro del viruloma también se encontraron dos proteinas denominadas
N-acetilmuramoil-L-alanina amidasa, las cuales son enzimas involucradas en la
remodelacion de la pared celular pero que también son importantes factores de
virulencia en bacterias como Mycobacterium tuberculosis. Adicionalmente, también
encontramos proteinas bacterianas que contienen dominios tipo Ig que desempeian
una amplia variedad de funciones que incluyen ser parte de las subunidades
fimbriales, adhesinas, transportadores de membrana y en varias enzimas que
también han sido reportados como factores de virulencia [72]. El papel patégeno de
miembros del género Exiguobacterium ya ha sido reportado tanto en pacientes
sanos como en pacientes inmunocomprometidos. Se han documentado casos de
bacteriemia e infeccidén de la piel, asi como un caso fatal de neumonia adquirida en
la comunidad y bacteriemia por Exiguobacterium sp. AT1b/GX59 en un paciente con
diabetes mellitus tipo 2 (T2DM) [50]. El viruloma de Exiguobacterium chirighucha
JVH47 muestra algunas proteinas candidatas a ser factores de virulencia que
requieren un analisis experimental.

El estudio del viruloma de la cepa JVH47 nos indica que nuestro aislado tiene la
capacidad potencial para establecerse y provocar infecciones, lo que podria plantear
un riesgo para la salud humana debido a su resistencia a varios tipos de
medicamentos antimicrobianos, como ha ocurrido con bacterias como Acinetobacter
baumannii y Pseudomonas aeruginosa que son bacterias cosmopolitas que una vez

establecidos en el humano son dificiles de contrarrestar [82].
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CONCLUSIONES

Como se propuso, se encontraron cepas bacterianas resistentes a varios
antimicrobianos, y esto fue confirmado con las pruebas realizadas a las 26 cepas de
bacterias aisladas a partir de una muestra de sedimento proveniente de una
inundacion con aguas mixtas (pluviales y residuales) en la Ciudad de México.

Para la cepa seleccionada, las caracterizaciones microbiolégicas como moleculares
permitieron determinar que es una cepa de la especie Exiguobacterium chirighucha
la cual fue denominada JVH47 con un tamafio de genoma de 2,983,231 bp. Es una
bacteria Gram positiva, movil, en forma de bacilo corto que no forma esporas y
presenta colonias de color naranjas con un tamafo de 3.5 mm de diametro. Tiene la
capacidad de resistir temperaturas desde los 4 a 55 °C asi como en valores de pH
desde 6 a 11. Es un haldfilo con una concentracion éptima del 3 % de NaCl, amilasa
y proteasa positivo y hemolitico negativo.

Se identificaron 101 proteinas dentro de su genoma involucradas a la virulencia
entre ellas el BdIA y se demostro que se encuentra activa debido a que el aislado es
un fuerte productor de biopelicula.

Dentro de su resistoma se encuentra un gen diferencial, en comparacion con las
demas Exiguobacterium evaluadas, denominado mphN el cual le otorga resistencia
fenotipica activa a los macrolidos. Ademas, presenta una resistencia a la penicilina
(1 pg/mL), eritromicina (32 ug/mL), estreptomicina y ciprofloxacino, estos dos sin

una MIC encontrada segun las concentraciones probadas.
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PERSPECTIVAS

La evaluacién experimental de que los genes mphN y blarsy6 COnfieren resistencia
a los antimicrobianos en un organismo heterélogo.

Realizar pruebas con diferentes macrolidos para corroborar el amplio rango de
mphN.

Llevar a cabo ensayos de HGT para evaluar la capacidad de movilizacién del gen
mphN posiblemente asociado a un plasmido.

Determinar la virulencia de JVH47 en un modelo in vitro.

Cerrar el cromosoma del aislado JVH47 por medio de diferentes técnicas de
secuenciacion y/o por medio de la calidad del ensamble.

El estudio detallado de los genes de resistencia presentes para identificar la
existencia de cambios en su secuencia como inserciones, deleciones e incluso
mutaciones.

Realizar un analisis microbiolégico y molecular de otra muestra de sedimento
extraida del mismo sitio de muestreo realizada en el presente estudio, pero sin una
previa inundacion para ver si la cepa JVH47 se sigue encontrando presente y
evaluar si existen diferencias fenotipicas y/o genotipicas. Esto con la finalidad de
comprender si esta cepa solo es encontrada en ambientes con la presién de
seleccién que ejerce la inundacion con aguas pluviales y residuales.

Por otro lado, unicamente se estudié a fondo la cepa JVH47 sin embargo, es
necesario analizar las 25 bacterias multirresistentes restantes encontradas al inicio
del estudio para una investigacidon mas detallada de los genes de resistencia que
poseen. Ademas, hace falta que sea complementado con un estudio metagenémico
de la muestra de sedimento para verificar la presencia de estos genes de

resistencia.
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ANEXOS

l. Medios de cultivo

Férmulas aproximadas por litro de agua purificada

Agar BHI

Infusién cerebro y corazén 8.0 g
Peptona de carne 5.0 g
Peptona de caseina 16.0 g
Cloruro de sodio 5.0 g

Dextrosa 2.0 g

Fosfato disodico 2.5 g
Agar13.5¢g

Agar XLD

Xilosa 3.5 g

L-Lisina5.0g

Lactosa 7.5 g

Sacarosa 7.5 g

Cloruro de sodio 5.0 g
Extracto de levadura 3.0 g
Rojo fenol 0.08 g

Agar 13.50 g
Desoxicolato de sodio 2.50 g
Tiosulfato de sodio 6.80 g

Citrato de hierro y amonio 0.80 g

Agar CLED

Peptona de caseina 4.0 g
Extracto de carne 3.0 g
Peptona de gelatina 4.0 g
Lactosa 10.0 g

L-Cistina 128.0 mg

Azul de bromotimol 20 mg



Agar 15.0 g

Agar LIA

Digerido pancreatico de gelatina 5.0 g
Extracto de levadura 3.0 g

Dextrosa 1.0 g

L-Lisina 10.0g

Citrato férrico de amonio 0.5 g
Tiosulfato sédico 0.04 g

Purpura de bromocresol 0.02 g

Agar 13.5¢g

Agar VB

Extracto de levadura 3.0 g

BD Bacto Proteose Peptone 10.0 g
Lactosa 10.0 g

Sacarosa 10.0 g

Cloruro de sodio 5.0 g

Rojo fenol 0.08 g

Agar 20.0g

Verde brillante 12.5 mg

Agar McC

Digerido pancreatico de gelatina 17.0 g
Digerido pancreatico de caseina 1.5 g
Digerido péptico de tejido animal 1.5 g
Lactosa 10.0 g

Sales biliares 1.5 g

Cloruro sodico 5.0 g

Rojo neutro 0.03 g

Cristal violeta 0.001 g

Agar 13.5g

Agar TSI

Digerido pancreatico de caseina 10.0 g



Digerido péptico de tejido animal 10.0 g
Cloruro sodico 5.0 g

Lactosa 10.0 g

Sacarosa 10.0 g

Glucosa 1.0 g

Sulfato ferroso de amonio 0.2 g
Tiosulfato sddico 0.2 g

Rojo fenol 0.025 g

Agar 13.0 g

Agar MS

Extracto de carne bovina 1.0 g
Digerido pancreatico de caseina 5.0 g
Digerido péptico de tejido animal 5.0 g
Cloruro sédico 75.0 g

D-manitol 10.0 g

Rojo fenol 0.025 g

Agar15.0g

Agar SyB

Extracto de carne 5.0 g

Peptona de carne 5.0 g

Peptona de caseina 5.0 g

D (+) Glucosa 5.0 g

Hidrégeno fosfato di sddico 4.0 g
Sulfato de hierro (1l1) 0.3 g

Verde brillante 0.025 g

Indicador bismuto-sulfito 8.0 g
Agar 15.0 g

Caldo Mueller-Hinton Cation Ajustado
Extracto de carne bovina 3.0 g
Hidrolizado acido de caseina 17.5 g
Almidén 1.5 g
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Type Strain Genome Server

Strain Conclusion Identification result

"JVH4T belongs to known species Exiguobacterium chirighucha

Resultados del servidor Type (Strain) Genome Server (TYGS)

Remark
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IV. Reconstruccion filogenética de macrolidos fosfotransferasas

] wide substrate range

B Narrow substrate range
- Mobile

Reconstruccion filogenética de macrélidos fosfotransferasas. Las barras de colores
representan la especificidad de sustrato predicha en funcion de la agrupacion
filogenética de Mphs conocidos y sus homdlogos. Los asteriscos representan Mphs
validados experimentalmente, y el asterisco rojo representa MphK, que se identific
a partir de este analisis como un Mph que no confiere resistencia a macrdélidos de
cladinosa C3. Las porciones coloreadas del arbol filogenético resaltan los grupos de
interés. Recuperado el 20/08/2023 de [46]
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V. Proteinas de virulencia

Sequence Type of HMM SVM Hybrid Assignment Name
name Pfam Prediction | prediction | Prediction
domain(s)

EGHCFAJG_O0 | Exclusive Pathogeni | Pathogeni | Pathogeni | HS TRANSPORT PERMEASE

0048 Pathogenic | ¢ c c YVFS-RELATED

EGHCFAJG_0 | Exclusive Pathogeni | Pathogeni | Pathogeni | HS Putative penicillin-binding

0265 Pathogenic | ¢ c c protein PbpX

EGHCFAJG_0 | Exclusive Pathogeni | Pathogeni | Pathogeni | HS HTH-type transcriptional

0375 Pathogenic | ¢ c c activator TipA

EGHCFAJG_0 | Exclusive Pathogeni | Pathogeni | Pathogeni | HS putative doxorubicin

0403 Pathogenic | ¢ c c resistance ABC transporter
permease protein DrrC

EGHCFAJG_0 | Exclusive Pathogeni | Pathogeni | Pathogeni | HS SH3 domain-containing C40

0405 Pathogenic | ¢ c c family peptidase [unclassified
Exiguobacterium]

EGHCFAJG_0 | Exclusive Pathogeni | Pathogeni | Pathogeni | HS Flagellar basal-body rod

0449 Pathogenic | ¢ c c protein FIgG

EGHCFAJG_O0 | Exclusive Pathogeni | Pathogeni | Pathogeni | HS Flagellar basal-body rod

0450 Pathogenic | ¢ c c protein FIgG

EGHCFAJG_0 | Exclusive Pathogeni | Pathogeni | Pathogeni | HS Ig-like domain-containing

0459 Pathogenic | ¢ c c protein [unclassified
Exiguobacterium]

EGHCFAJG_0 | Exclusive Pathogeni | Pathogeni | Pathogeni | HS peptidoglycan

0472 Pathogenic | ¢ c c DD-metalloendopeptidase
family protein
Exiguobacterium

EGHCFAJG_O0 | Exclusive Pathogeni | Pathogeni | Pathogeni | HS hypothetical protein

0527 Pathogenic | ¢ c c [unclassified
Exiguobacterium]

EGHCFAJG_O0 | Exclusive Pathogeni | Pathogeni | Pathogeni | HS putative signaling protein

0531 Pathogenic | ¢ c c

EGHCFAJG_0 | Exclusive Pathogeni | Pathogeni | Pathogeni | HS Na(+), Li(+), K(+)/H(+)

0542 Pathogenic | ¢ c c antiporter

EGHCFAJG_0 | Exclusive Pathogeni | Pathogeni | Pathogeni | HS Ig-like domain-containing

0583 Pathogenic | ¢ c c protein [Exiguobacterium
mexicanum]

EGHCFAJG_O0 | Exclusive Pathogeni | Pathogeni | Pathogeni | HS Ig-like domain-containing

0604 Pathogenic | ¢ c c protein [Exiguobacterium sp.
s157]

EGHCFAJG_O0 | Exclusive Pathogeni | Pathogeni | Pathogeni | HS PgaD family protein

0607 Pathogenic | c ¢ c Exiguobacterium

EGHCFAJG_0 | Exclusive Pathogeni | Pathogeni | Pathogeni | HS SH3 domain-containing

0615 Pathogenic | ¢ c c protein [Exiguobacterium
chirighucha]

EGHCFAJG_0 | Exclusive Pathogeni | Pathogeni | Pathogeni | HS C40 family peptidase
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0631 Pathogenic | ¢ c c Exiguobacterium

EGHCFAJG_O0 | Exclusive Pathogeni | Pathogeni | Pathogeni | HS Multidrug resistance protein

0641 Pathogenic | ¢ c c EbrA
Multidrug resistance protein
EbrB

EGHCFAJG_0 | Exclusive Pathogeni | Pathogeni | Pathogeni | HS Ig-like domain-containing

0656 Pathogenic | c c c protein Exiguobacterium

EGHCFAJG_0 | Exclusive Pathogeni | Pathogeni | Pathogeni | HS ABC transporter permease

0677 Pathogenic | ¢ c c Exiguobacterium

EGHCFAJG_0 | Exclusive Pathogeni | Pathogeni | Pathogeni | HS FtsX-like permease family

0698 Pathogenic | ¢ c c protein [Exiguobacterium sp.
s36]

EGHCFAJG_0 | Exclusive Pathogeni | Pathogeni | Pathogeni | HS RDD family protein

0703 Pathogenic | c c c Exiguobacterium

EGHCFAJG_0 | Exclusive Pathogeni | Pathogeni | Pathogeni | HS putative transmembrane

0719 Pathogenic | ¢ c c protein YxIG

EGHCFAJG_0 | Exclusive Pathogeni | Pathogeni | Pathogeni | HS C39 family peptidase

0720 Pathogenic | ¢ c c [Exiguobacterium sp. s194]

EGHCFAJG_0 | Exclusive Pathogeni | Pathogeni | Pathogeni | HS CAP domain-containing

0722 Pathogenic | ¢ c c protein [unclassified
Exiguobacterium]

EGHCFAJG_0 | Exclusive Pathogeni | Pathogeni | Pathogeni | HS ABC transporter permease

0740 Pathogenic | ¢ c c [Exiguobacterium sp. s26]

EGHCFAJG_O0 | Exclusive Pathogeni | Pathogeni | Pathogeni | HS Putative protein YhaP

0771 Pathogenic | ¢ c c

EGHCFAJG_0 | Exclusive Pathogeni | Pathogeni | Pathogeni | HS Flagellar hook-associated

0815 Pathogenic | ¢ c c protein 2

EGHCFAJG_0 | Exclusive Pathogeni | Pathogeni | Pathogeni | HS Flagellar secretion chaperone

0816 Pathogenic | ¢ c c FliS

EGHCFAJG_0 | Exclusive Pathogeni | Pathogeni | Pathogeni | HS Na(+), Li(+), K(+)/H(+)

0913 Pathogenic | ¢ c c antiporter

EGHCFAJG_O0 | Exclusive Pathogeni | Pathogeni | Pathogeni | HS Tetracycline resistance

0926 Pathogenic | c c c protein, class C

EGHCFAJG_0 | Exclusive Pathogeni | Pathogeni | Pathogeni | HS S8 family serine peptidase

0938 Pathogenic | ¢ c c [unclassified
Exiguobacterium]

EGHCFAJG_O0 | Exclusive Pathogeni | Pathogeni | Pathogeni | HS N-acetylmuramoyl-L-alanine

0959 Pathogenic | c c c amidase [Exiguobacterium sp.
s26]

EGHCFAJG_0 | Exclusive Pathogeni | Pathogeni | Pathogeni | HS Na(+), Li(+), K(+)/H(+)

0982 Pathogenic | ¢ c c antiporter

EGHCFAJG_0 | Exclusive Pathogeni | Pathogeni | Pathogeni | HS MFS transporter [unclassified

0991 Pathogenic | ¢ c c Exiguobacterium]

EGHCFAJG_0 | Exclusive Pathogeni | Pathogeni | Pathogeni | HS DUF948 domain-containing
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1013 Pathogenic | ¢ c c protein Exiguobacterium

EGHCFAJG_0 | Exclusive Pathogeni | Pathogeni | Pathogeni | HS Thiol peroxidase

1029 Pathogenic | ¢ c c

EGHCFAJG_0 | Exclusive Pathogeni | Pathogeni | Pathogeni | HS 3D domain-containing protein

1032 Pathogenic | c c c Exiguobacterium

EGHCFAJG_0 | Exclusive Pathogeni | Pathogeni | Pathogeni | HS serine hydrolase

1034 Pathogenic | c c c domain-containing protein
Exiguobacterium

EGHCFAJG_0 | Exclusive Pathogeni | Pathogeni | Pathogeni | HS S8 family serine peptidase

1103 Pathogenic | ¢ c c [Exiguobacterium sp. s26]

EGHCFAJG_0 | Exclusive Pathogeni | Pathogeni | Pathogeni | HS prepilin-type N-terminal

1175 Pathogenic | ¢ c c cleavage/methylation
domain-containing protein
[Exiguobacterium sp. IPCI3]

EGHCFAJG_0 | Exclusive Pathogeni | Pathogeni | Pathogeni | HS M15 family metallopeptidase

1326 Pathogenic | ¢ c c [unclassified
Exiguobacterium]

EGHCFAJG_O0 | Exclusive Pathogeni | Pathogeni | Pathogeni | HS CapA family protein

1345 Pathogenic | ¢ c c [unclassified
Exiguobacterium]

EGHCFAJG_0 | Exclusive Pathogeni | Pathogeni | Pathogeni | HS S8 family serine peptidase

1382 Pathogenic | ¢ c c [unclassified
Exiguobacterium]

EGHCFAJG_0 | Exclusive Pathogeni | Pathogeni | Pathogeni | HS serine hydrolase

1395 Pathogenic | ¢ c c [Exiguobacterium chirighucha]

EGHCFAJG_0 | Exclusive Pathogeni | Pathogeni | Pathogeni | HS Na(+), Li(+), K(+)/H(+)

1408 Pathogenic | ¢ c c antiporter

EGHCFAJG_0 | Exclusive Pathogeni | Pathogeni | Pathogeni | HS D-methionine-binding

1412 Pathogenic | ¢ c c lipoprotein MetQ

EGHCFAJG_O0 | Exclusive Pathogeni | Pathogeni | Pathogeni | HS ATPase RavA

1440 Pathogenic | ¢ c c

EGHCFAJG_0 | Exclusive Pathogeni | Pathogeni | Pathogeni | HS SH3 domain-containing

1458 Pathogenic | ¢ ¢ ¢ protein Exiguobacterium

EGHCFAJG_0 | Exclusive Pathogeni | Pathogeni | Pathogeni | HS peptidoglycan

1485 Pathogenic | c c c DD-metalloendopeptidase
family protein
Exiguobacterium

EGHCFAJG_0 | Exclusive Pathogeni | Pathogeni | Pathogeni | HS D-alanyl-D-alanine

1536 Pathogenic | ¢ c c carboxypeptidase family
protein [unclassified
Exiguobacterium]

EGHCFAJG_O0 | Exclusive Pathogeni | Pathogeni | Pathogeni | HS MFS transporter [unclassified

1544 Pathogenic | c c c Exiguobacterium]

EGHCFAJG_0 | Exclusive Pathogeni | Pathogeni | Pathogeni | HS GGDEF domain-containing

1593 Pathogenic | c c c protein Exiguobacterium

EGHCFAJG_0 | Exclusive Pathogeni | Pathogeni | Pathogeni | HS ABC transporter permease
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1614 Pathogenic | ¢ c c subunit Exiguobacterium

EGHCFAJG_O0 | Exclusive Pathogeni | Pathogeni | Pathogeni | HS Thermolysin

1637 Pathogenic | ¢ c c

EGHCFAJG_0 | Exclusive Pathogeni | Pathogeni | Pathogeni | HS ABC transporter permease

1638 Pathogenic | c c c Exiguobacterium

EGHCFAJG_0 | Exclusive Pathogeni | Pathogeni | Pathogeni | HS flagellar basal-body

1845 Pathogenic | ¢ c c MS-ring/collar protein FliF
Exiguobacterium

EGHCFAJG_0 | Exclusive Pathogeni | Pathogeni | Pathogeni | HS flagellar hook-length control

1851 Pathogenic | ¢ c c protein FliK Exiguobacterium

EGHCFAJG_0 | Exclusive Pathogeni | Pathogeni | Pathogeni | HS Flagellar basal-body rod

1853 Pathogenic | ¢ c c protein FIgG

EGHCFAJG_0 | Exclusive Pathogeni | Pathogeni | Pathogeni | HS Flagellar biosynthetic protein

1860 Pathogenic | c c c FliP

EGHCFAJG_0 | Exclusive Pathogeni | Pathogeni | Pathogeni | HS Flagellar biosynthetic protein

1861 Pathogenic | ¢ c c FliQ

EGHCFAJG_O0 | Exclusive Pathogeni | Pathogeni | Pathogeni | HS Flagellar biosynthetic protein

1862 Pathogenic | ¢ c c FIiR

EGHCFAJG_0 | Exclusive Pathogeni | Pathogeni | Pathogeni | HS Flagellar biosynthesis protein

1864 Pathogenic | ¢ c c FIhA

EGHCFAJG_O0 | Exclusive Pathogeni | Pathogeni | Pathogeni | HS Dipeptide-binding protein

1955 Pathogenic | ¢ c c DppE

EGHCFAJG_0 | Exclusive Pathogeni | Pathogeni | Pathogeni | HS Dipeptide-binding protein

1956 Pathogenic | ¢ c c DppE

EGHCFAJG_0 | Exclusive Pathogeni | Pathogeni | Pathogeni | HS Dipeptide-binding protein

1959 Pathogenic | ¢ c c DppE

EGHCFAJG_0 | Exclusive Pathogeni | Pathogeni | Pathogeni | HS competence protein CoiA

1971 Pathogenic | ¢ c c family protein
[Exiguobacterium chirighucha]

EGHCFAJG_0 | Exclusive Pathogeni | Pathogeni | Pathogeni | HS Staphyloferrin B transporter

2023 Pathogenic | ¢ c c

EGHCFAJG_O0 | Exclusive Pathogeni | Pathogeni | Pathogeni | HS G5 domain-containing protein

2074 Pathogenic | c c c [unclassified
Exiguobacterium]

EGHCFAJG_O0 | Exclusive Pathogeni | Pathogeni | Pathogeni | HS prepilin-type N-terminal

2075 Pathogenic | ¢ ¢ ¢ cleavage/methylation
domain-containing protein
[unclassified
Exiguobacterium]

EGHCFAJG_0 | Exclusive Pathogeni | Pathogeni | Pathogeni | HS prepilin-type N-terminal

2076 Pathogenic | ¢ c c cleavage/methylation
domain-containing protein
[Exiguobacterium sp. s157]

EGHCFAJG_O0 | Exclusive Pathogeni | Pathogeni | Pathogeni | HS putative ABC transporter

2123 Pathogenic | c c c permease YtrC
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EGHCFAJG_O0 | Exclusive Pathogeni | Pathogeni | Pathogeni | HS Glutathione peroxidase BsaA
2156 Pathogenic | ¢ c c
EGHCFAJG_0 | Exclusive Pathogeni | Pathogeni | Pathogeni | HS CAP domain-containing
2157 Pathogenic | c c c protein [Exiguobacterium sp.
$151]
EGHCFAJG_0 | Exclusive Pathogeni | Pathogeni | Pathogeni | HS MFS transporter [unclassified
2172 Pathogenic | ¢ c c Exiguobacterium]
EGHCFAJG_0 | Exclusive Pathogeni | Pathogeni | Pathogeni | HS ABC transporter permease
2181 Pathogenic | ¢ c c subunit Exiguobacterium
EGHCFAJG_0 | Exclusive Pathogeni | Pathogeni | Pathogeni | HS YrvL family regulatory protein
2191 Pathogenic | ¢ c c [unclassified
Exiguobacterium]
EGHCFAJG_0 | Exclusive Pathogeni | Pathogeni | Pathogeni | HS putative MFS-type transporter
2352 Pathogenic | ¢ c c YcaD
EGHCFAJG_0 | Exclusive Pathogeni | Pathogeni | Pathogeni | HS putative MFS-type transporter
2398 Pathogenic | ¢ c c Yfcd
EGHCFAJG_0 | Exclusive Pathogeni | Pathogeni | Pathogeni | HS ABC transporter permease
2407 Pathogenic | ¢ c c [Exiguobacterium chirighucha]
EGHCFAJG_0 | Exclusive Pathogeni | Pathogeni | Pathogeni | HS SH3 domain-containing
2416 Pathogenic | ¢ c c protein [Exiguobacterium sp.
s26]
EGHCFAJG_O0 | Exclusive Pathogeni | Pathogeni | Pathogeni | HS LPXTG cell wall anchor
2449 Pathogenic | ¢ c c domain-containing protein
[unclassified
Exiguobacterium]
EGHCFAJG_0 | Exclusive Pathogeni | Pathogeni | Pathogeni | HS Guanidinium exporter
2495 Pathogenic | ¢ c c
EGHCFAJG_0 | Exclusive Pathogeni | Pathogeni | Pathogeni | HS putative guanidinium efflux
2496 Pathogenic | c c c system subunit GdnD
EGHCFAJG_O0 | Exclusive Pathogeni | Pathogeni | Pathogeni | HS Transcriptional activator NprA
2530 Pathogenic | ¢ c c
EGHCFAJG_O0 | Exclusive Pathogeni | Pathogeni | Pathogeni | HS N-acetylmuramoyl-L-alanine
2533 Pathogenic | ¢ ¢ ¢ amidase [unclassified
Exiguobacterium]
EGHCFAJG_0 | Exclusive Pathogeni | Pathogeni | Pathogeni | HS AAA family ATPase
2540 Pathogenic | ¢ c c [Exiguobacterium sp. s6]
EGHCFAJG_0 | Exclusive Pathogeni | Pathogeni | Pathogeni | HS ABC transporter permease
2560 Pathogenic | ¢ c c Exiguobacterium
EGHCFAJG_0 | Exclusive Pathogeni | Pathogeni | Pathogeni | HS Enterobactin exporter EntS
2581 Pathogenic | ¢ c c
EGHCFAJG_0 | Exclusive Pathogeni | Pathogeni | Pathogeni | HS ABC transporter permease
2593 Pathogenic | c c c Exiguobacterium
EGHCFAJG_0 | Exclusive Pathogeni | Pathogeni | Pathogeni | HS Putative ABC transporter
2621 Pathogenic | ¢ c c ATP-binding protein YheS
EGHCFAJG_0 | Exclusive Pathogeni | Pathogeni | Pathogeni | HS Phosphatidylglycerol
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2636 Pathogenic | ¢ c c lysyltransferase

EGHCFAJG_0 | Exclusive Pathogeni | Pathogeni | Pathogeni | HS Membrane lipoprotein TpN32

2651 Pathogenic | ¢ c c

EGHCFAJG_0 | Exclusive Pathogeni | Pathogeni | Pathogeni | HS Cell wall-associated protease

2664 Pathogenic | c c c

EGHCFAJG_0 | Exclusive Pathogeni | Pathogeni | Pathogeni | HS M15 family metallopeptidase

2705 Pathogenic | c c c [unclassified
Exiguobacterium]

EGHCFAJG_0 | Exclusive Pathogeni | Pathogeni | Pathogeni | HS putative ABC transporter

2759 Pathogenic | ¢ c c ATP-binding protein YbiT

EGHCFAJG_0 | Exclusive Pathogeni | Pathogeni | Pathogeni | HS Enterobactin exporter EntS

2782 Pathogenic | ¢ c c

EGHCFAJG_0 | Exclusive Pathogeni | Pathogeni | Pathogeni | HS MFS transporter

2827 Pathogenic | c c c

EGHCFAJG_0 | Exclusive Pathogeni | Pathogeni | Pathogeni | HS type IV secretory system

3008 Pathogenic | ¢ c c conjugative DNA

EGHCFAJG_O0 | Exclusive Pathogeni | Pathogeni | Pathogeni | HS Thiol-disulfide oxidoreductase

3068 Pathogenic | ¢ c c ResA
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VL.

ISFinder

> ISMmal2 Family: ISS

Length=875
Score = 34.2 bits (17), Expect = 0.28
Identities = 17/17 (100%), Gaps = @/17 (@%)
Strand=Plus/Minus

Query 332 TCTAATCCTTTATTTTT 348

FEEETETETELETET

Sbjct 351 TCTAATCCTTTATTTTT 335

> ISVa5 Family: IS66

Length=2381
Score = 32.2 bits (16), Expect = 8.88
Identities = 16/16 (180%), Gaps = @/16 (&%)

Strand=Plus/Plus

Query 316  GCTATTCTCTAACACA 331

Shject 2175 GCTATTCTCTAACACA 2198

> ISBt2 Family: IS3
Length=1293

Score = 32.2 bits (16), Expect
Identities = 16/16 (188%), Gaps
Strand=Plus/Minus

Query 434 CTTTTTCATTTCAATC 449

Sbjct 158 CTTTTTCATTTCAATC 143

> ISCcol Family: I5280/IS685
Length=1871

Score = 30.2 bits (15), Expect = 3.2
Identities = 18/19 (95%), Gaps = 8/19
Strand=Plus/Minus

Query 331 ATCTAATCCTTTATTTITT 349

[LLEEEE TETTETT
Sbict 719 ATCTAATTCTTTATTTTTT 701

> ISShal Family: ISL3
Length=1489

Score = 3@.2 bits (15), Expect
Identities = 15/15 (108%), Gaps
Strand=Plus/Plus

=R

3.
e/

Query 383 TCCAATTTTTATGTT 397

[LLEEETTITTTT
Sbjct 42  TCCAATTTTTATGTT 56

> IS5c¢l Family: IS3e
Length=8273

Score = 30.2 bits (15), Expect
Identities = 15/15 (1e8%), Gaps
Strand=Plus/Minus

Query 100  ATCTAATTGCTTATA 114

FTLPEEETTTTTT
Sbjct 2454 ATCTAATTGCTTATA 2440

0.80
0/16 (0%)

(e%)

5 (0%)

3.2
@/15 (%)
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VII.

1

PlasFlow
Nodo

11 NODE_12_length_74586_cov_43.202717

Pares de bases

74586

Plasmido

23 plasmid.unclassified
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APENDICE

. Protocolo de extraccion de ADN para bacterias Gram positivas
En campana (esterilidad)
1.-Tomar el tubo con el cultivo overnight y centrifugar por 5 min a 8000 rpm. Quitar el
sobrenadante.
2.- Resuspender el pellet en 250 uL de buffer TES. (75 mM NaCl, 25 mM EDTA, 20
mM Tris-HCI).
3.- Agregar 50 uL de lisozima 10 mg/mL y resuspender suavemente.
*La lisozima se prepara el dia que se va a usar, se prepara el stock de 10 mg/mL
(0,01 g) en H20 MiliQ.
4.- Incubar a 37 °C por 30 min.
5.- Adicionar 60 uL de SDS 10 % y 5 uL de proteinasa K (20 mg/mL).
*La proteinasa K se prepara el dia que se va a usar, se prepara el stock 20 mg/mL
(0,02 g) en H20 MiliQ.
6.- Incubar por 20 min a 55 °C
* Dos opciones: 1° En agua a 55 °C

2° En termobloque a 55 °C

En mesa (no esterilidad)
7.- Agregar 250 uL de fenol:cloroformo y agitar vigorosamente por 3 min.
8.- Centrifugar por 5 min a 14000 rpm.
9.- Pasar la fase acuosa a un tubo nuevo (eppendorf de DNA con cloroformo).
*Por lo general se pueden tomar maximo 300 uL, sacar la fase acuosa con una p200
e ir tomando volumenes de 100 uL, asi se va a tener una idea del volumen que se
va a sacar.
10.- Agregar 1:1 volumen de cloroformo.
*Ejemplo: Si se tomaron 300 uL en el punto 9, se agregan 300 uL de cloroformo
11.- Realizar un pequeno vortex y centrifugar por 5 min a 14000 rpm.
12.- Pasar la fase acuosa en un tubo nuevo (eppendorf de DNA).
*Por lo general se pueden tomar maximo 300 uL, sacar la fase acuosa con una p200
e ir tomando volumenes de 100 uL, asi se va a tener una idea del volumen que se

va a sacar.
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13.- Agregar 1/10 volumen de 5 M NaCl y 1 mL de Etanol abs frio. Agitar por
inversion suavemente.

* Ejemplo: Si se tomaron 200 uL en el punto 12, se agregan 20 uL de NaCl.
14.- Incubar a -20 °C por 15 min.

*En este punto puede dejar mas tiempo de incubacién, por si tiene que hacer otra
cosa.

15.- Centrifugar por 10 min a 14000 rpm.

16.- Descartar el sobrenadante, tener cuidado con el pellet. *No siempre se ve.
17.- Agregar 1 mL de etanol al 70 %.

18.- Realizar un pequefio vortex y centrifugar por 10 min a 14000 rpm.

19.- Descartar el sobrenadante, tener cuidado con el pellet. *No siempre se ve.
En campana (esterilidad)

20.- Dejar secando a temperatura ambiente y luego agregar 30 uL de H20 con
RNAasa al 4 % (2 uL de RNAasa en 50 uL de H20 milli Q)

21.- Guardar a 4 °C.

NOTAS
*El tubo de DNA debe quedar rotulado y con fecha de extraccion.
*Se debera correr un gel de agarosa para confirmar que funcioné la extraccién y ver

la integridad del DNA. Gel de agarosa 0.8 % o 1% (Ver protocolo electroforesis)
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Il. Protocolo electroforesis en gel de agarosa.

1.-Preparacién del gel en matraz de 250 mL. Hay 3 opciones:

1)Al 0.8 %: 0.8 g de agarosa en 100 mL de buffer TAE 1X

2)Al 1.0 %: 1.0 g de agarosa en 100 mL de buffer TAE 1X

3)Al 1.5 %: 1.5 g de agarosa en 100 mL de buffer TAE 1X

*El volumen puede variar segun la camara a utilizar por lo que es necesario ajustar
los gramos a pesar. Aproximadamente: camara grande: 80 mL, camara mediana: 50
mL, camara pequefa: 20 mL

2.-Colocar tapa y calentar aproximadamente por 1 min en microondas.

*Cuidar el matraz ya que se puede proyectar y utilizar guantes de punto

3.-Vertir en el soporte y colocar peine.

*Si el soporte tiene goma es necesario dejar enfriar un poco. Se coloca el peine
segun el numero de pocillos que se desee.

4 .-Al gelificar, retirar el peine.

*Con cuidado y en un solo movimiento para no descabezar el gel.

5.- Colocar el soporte en camara o acomodar el soporte como se requiere.

6.- Llenar la camara con buffer TAE 1X.

*Es necesario que se cubra el gel.

7.-Cargar muestras y DNA Ladder con buffer de carga. Hay 2 opciones:

1)En parafilm, colocar 1 uL de buffer de carga y 5 uL de muestra. Mezclar con ayuda
de la micropipeta hasta obtener un color uniforme. Agregar toda la mezcla al pocillo
(6 uL).

2) En tubo eppendorf, colocar 1 uL de buffer de carga y 5 uL de muestra. Mezclar
con ayuda de la micropipeta hasta obtener un color uniforme. Agregar toda la
mezcla al pocillo (6 uL).

*Cambiar punta por muestra y tener cuidado de no picar el gel, se puede ocupar un
fondo negro que ayude a la observacion.

8.-Colocar la tapa de la camara y enchufar los cables al polo correspondiente [por lo
regular, el rojo es el anodo (+) y el negro es el catodo (-)]

*Recordar que el DNA tiene carga negativa (por los grupos fosfatos) por lo que
migrara hacia el polo positivo (rojo) entonces se tiene que colocar el gel de tal forma
que las muestras corran en la direccion correcta.

9.-Ajustar la fuente de poder a los volts y el tiempo necesario. Iniciar la corrida.
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10.-Ir observando el gel durante el tiempo colocado para evitar que se salgan las
muestras.

11.-Transcurrido el tiempo, retirar el gel del soporte y tefirlo con bromuro de etidio
(BrEt) por 15 min.

*Tener cuidado ya que es un agente intercalante, por lo que es necesario usar
guantes exclusivos para manejarlo y apoyarse con una espatula.

12.-Observar con ayuda de un transiluminador y tomar captura.

*Ajustar exposicion si es necesario (Normalmente al 0.5). No observar la luz UV que
emite el transiluminador.

Notas

*Buffer TAE 50X pH: 851 L

-242 g Tris

-57.1 mL Acido acético

-37.2 g Na2EDTA
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