5. Determinacion de los patrones de resistencia a antibidticos y otros metales pesados

¢n medio 1,B agarizado.

Los 102 aislados seleccionados capaces de crecer por los menos a 10 pg/ml de HgCl, en

medio LB agarizado, fueron utilizados para la determinacion de la resistencia a diferentes

antibidticos.

En este ensayo se cultivd una colonia de cada aislado en medio LB agarizado diluido 1/3,
suplementado con los siguientes antibioticos: ampicilina (40pg/ml), kanamicina (30 pg/mb),
cloranfenicol (30 pg/ini), estreptomicina (30 ug/ml) y tetraciclina (30 pg/ml). Las placas se

incubaron a 30°C por 48 horas.

Para el estudio de la resistencia a otros metales pesados, se cultivaron las colonias de los
aislados Hg" en medio LB agarizado diluido 1/3 suplementado con los siguientes metales:
Cu}(CuSOuy, Ni** (NiSOy, Zn™ {ZnCly) y Pb*™ (Pb (NO,)3). En este ensayo se utilizaron
conicentraciones finales de 2 y 5 mM de cada metal. Las placas fueron incubadas a 30°C

por 48 horas.

6. Determinacion de los patrones de resistencia a antibiéticos y otros metales pesados

en medio LB liquido.

Para respaldar los resultados obtenidos en medio LB agarizado, se determind la
concentracidn minima inhibitoria (CMI) de los 102 aislados Hg® a los diferentes
antibidticos y metales pesados ensayados anteriormente. Para esta prueba se utilizé la

técnica de cultivo en placas de microtitulacion.

Los aislados fueron inoculados en medio LB liquido e incubados a 30°C por 24 horas. Al
cabo de este tiempo, se agregaron en placas de microtitulacion 200 ul de medio LB liquido
suplementado con cada antibidtico a las concentraciones finales de 12,5, 25, 50 y 100
ng/ml. Seguidamente, cada pozo fue inoculado con 5 pl del cultivo de cada aislado. Las

placas fueron incubadas a 30°C por 48 horas.

Se considerd como CMI la concentracién minima de antibidtico en la cual no se observo

crecimiento de las bacterias



La resistencia a metales también se determiné en medio LB liquido utilizando la misma

metodologia empleada para los antibioticos.

Los aislados Hg" fueron cultivados en medio LB liquido e incubadas a 30°C por 24 horas.
Posteriormente, en las placas de microtitulacion, se agregaron 200 pl de LB suplementado
con cada metal a las concentraciones finales de 1, 2, 3, y 4 mM respectivamente. Luego,
cada pozo fue inoculado con 5 pl del cultivo de cada aislado. Las placas fueron incubadas a

30°C por 48 horas.

Se considerd como CMI la concentracion minima del meta! en la cual uc se observo

crecimiento de las bacterias.
7. Prueba de Gram por el método KOH.,

Para determinar la naturaleza Gram de los aisiados se utilizé 1a técnica con XOH descrita

por Buck (1982).

Para esta prueba los 102 aislados Hg® se cultivaron en medio LB agarizado y se incubaron
a 30 °C por 24 horas. Al cabo de este tiempo, se tomd una colonia con el asa de metal, y s¢
expandi6 sobre un portaobjeto que contenia 10 pl de solucion de KOH al 3%, mezclandose

constantemente en una superficie de aproximadamente 1,5 cm de diametro.

Si la mezcla colonia-KOH se tornaba notablemente viscosa o gelificada, v permiiia 13
formacidn de un hilo o bucle al elevar el asa 1 cm sobre la superficie del portaobjeto, dentro
de 5 a 60 segundos, la reaccion se consideraba positiva, por tanto el aislado era Gram
negativo. Si no se observaba viscosidad en ia mezcla de reaccion, esta se consideraba

negativa; en este caso el aislado era Gram positive.
8. Amplificacion del gen merA.

Para detectar la presencia del gen merA que codifica para la mercurio reductasa en los
aislados Hg®, se utilizé la técnica de amplificacion mediante la reaccidén en cadena de la
polimerasa (PCR), utilizando los cebadores propuestos por Ni Chadhain y col., (2006). Las

secuencias de estos cebadores degenerados son las siguientes:

4
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Al 50 F5-TCCGCAAGTNGCVACBGTNGG -3
A5 nR 8- ACCATCGTCAGRTARGGRAAVA -3

I.a reaccién de amplificacidén incluyo: Taq polimerasa 2,5 U, oligonucledtidos a una
concentracién final de 2,5 pM cada uno; dNTPs a una concentracion final de 1 mM;
tampon de Taq polimerasa 10X; MgCl, 50 mM; como ADN molde, se utilizé una colonia
de cada aislado resuspendida en 500 pl de agua estéril y a partir de alli se agregaron 2,0 ul

y 1,45 ul de agua mili Q estéril. El volumen final de la reaccion fue de 10 pl.
El tamafio esperado del fragmento amplificado era de aproximadamente 285 pb.

El programa del termociclador incluy6 43 ciclos con el perfil térmico siguiente:

Tabla i. Programa de PCR utilizado para la amplificacién del gen merA.

Etapas de reaccion Temperatura (°C) Tiempo (min)
Desnaturalizacion 95 5
Desnaturalizacion 94 30 =
Hibridacion 55 60 ) 43 ciclos ,
Extension 72 60 f
Extension Final 72 7 i
Mantenimiento 4 0 |

Seleccion de aislados HgR para pruebas posteriores.

Para la realizacion de estudios posteriores se seleccionaron 20 aislados en base a su

procedencia, morfologia de la colonia, resistencia al Hg y MeHg, resistencia a otros metales

pesados y resistencia a los antibidticos ensayados.
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9. Estudio del perfil plasmidico de los aislados HgR.

Como parte de la caracterizacion genética de los aislados Hg®, se realizé un estudio del

perfil plasmidico de los 20 aislados seleccionados,

La extraccion del ADN plasmidico se realizé mediante el protocolo de lisis alcalina

descrito por Kotchoni y col. (2003) con mocificaciones.

Para la extraccion de ADN plasmidico de los aislados Hg", estos fueron cultivados en 3 ml
de LB diluido 1/3 a 30°C durante 24 horas, en agitacion constante. Al cabo de este tiempo,
2 ml de cada cultivo fueron centrifugados a 12.000g por 5 min y, se elimind el
sobrenadante. El pellet obtenido se resuspendi6é en 200 ul de solucion Iy se incubd por 5
minuios a temperatura ambiente. Posteriormente, se agregaron 200 ul de solucién 1Ty se
mezclo por inversidn de 4 a 6 veces. Seguidamente, se agregaron 400 pi de solucion I,
que igualmente se mezcl6é por inversion de 6 a 10 veces y se incubd en hielo durante 5
minutos. Pasado este tiempo, se mezclé de nuevo por inversion 4 veces y se centrifugd por
15 minutos a 12.000g a temperatura ambiente. El sobrenadante obtenido fue trasvasado a
tubos de microcentrifugacion limpios y se le agregaron 600 pl de isopropanol frio por cada
ml de sobrenadante recuperado. Luego se mezcld por inversion de 4 a 6 veces, y se incubd

por 10 minutos a temperatura ambiente.

Transcurrido el ticmopo de incubacidn, se.centrifugé a 12.000g por 15 minutos a
temperatura ambiente y se descarté el sobrenadante. Al pellet resultante se le agregaron 400
ul de etanol frio al 70% y se centrifugd nuevamente a 12.000 g por 5 minutos a temperatura
ambiente. Se descarté el sobrenadanic y el peliet se dejé sccar durante 15 minutos a
temperatura ambiente. Finalmente, el pellet transparente obtenido se resuspendié en 25 pl
de agua estéril. El ADN plasmidico se conservé a -20°C hasta su utilizacion.

La observacion de los plasmidos se realizd segln las especificaciones de Sambrook y col.,
{1989), mediante electroforesis en gel de agarosa al 0,8%, en una cdamara horizontal
sumergida en buffer TBE (0,045 M Tris- borato, 0,001 M EDTA) a 100 voltios durante 1

hora. En cada pocillo se aplicaron 20 pl de cada muestra y 3,5 ul de buffer de carga.
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Los plasmidos se visualizaron con bromuro de etidio (BrEt) a una concentracion final de

0,70 ug/ml en un transiluminador de luz ultravioleta marca SIGMA.

Sol 1

227 ul Glucosa (20%),

100 ul EDTA (0,5 M pH 8,0).
4550 pl de agua.

(c.p.s 5Sml)

Sol II (Preparar al momento de utilizar) :
2,3 mi de agua

200 pl NaOH (5N)

500 pl SDS (10%)

(c.s.p3ml)

Sol 11T
Acetato de Amonio (8M)

10. Identificacion morfolégica de aislados HgR.

Con la finalidad de observar la forma y la agrupacion celular de los aislades Hg® se utilizo

el método de tincién simple propuesto por Madigan y col., (2004),

Para tener muestras frescas de los aislado Hg® para esta experiencia, estos fueron cultivados

en placas con medio LB diluido 1/3 e incubados a 30 °C durante 24 horas.

Seguidamente, se procedié a la preparacién del frotis. Para esto, se tomo6 una pequefia
cantidad de cada aislado y se resuspendié en una gota de agua destilada. La mezcla se
extendio sobre el portaobjeto y se realizd la fijacion por calor, mediante el flameado del

portaobjeto.



Luego se colocaron 5 gotas de azul de metileno y se mantuvo en contacto durante uno a tres
minutos. Finalizado este tiempo, se procedié a lavar el portaobjeto con agua destilada y se

dejo secar.

Finalmente las muestras fueron observadas en un microscopio optico de campo, en aceite

de inmersidn con un objetivo de 100x.
11. Pruebas Bioquimicas.

Para caracterizar, identificar y lograr una ubicacion taxonémica preliminar a nivel de
. ot A TR oo Mg e 4 : I e I
género de los aiziados Hg , se realizaron una serie de pruebas bioquimicas utilizadas

generalmente para la identificacion de microorganismos (Koii€maii y col., (1559); Bergeys

y col. (1989)). Dentro de estas pruebas se incluyeron las siguientes:

o Caldo glucosa Rojo- Fenol

(1]

Caldo Lactosa — Rojo Fenol

e Agar Triple Azucar Hierro (TSI)

» Rojo de Metilo y Voges-Proskauer
e Medio de Hugh y Leifson

e (Catalasay Oxidasa

e Urea de Christensen

e (Gelatina Nutritiva

e Prueba Citrato de Sunmons

Los aisiados se inocularon en caldo LB diluido 1/3 y se incubaron a 30 °C durante 24 horas
en agitacion constante. Luego tueron sembrados con un asa en cada uno de los medios de
estudio e incubados a 30 °C, de 24 a 72 horas. Pasado el tiempo de incubacion, se procedio

a la lectura y observacion de los resultados.

12. Extraccién de ADN genomico.

Para la extraccion del ADN gendémico de los aislados HgR, estos fueron cultivados en 3 ml

de LB diluido 1/3 a 30°C durante 24 horas, en agitacién constante. Al cabo de este tiempo,
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2 ml de cada cultivo fueron centrifugados a 11.000g por 3 min y se eliminé el
sobrenadante. El pellet obtenido se resuspendié en 400 pl de buffer TE (10 Mm Tris-HCI
(pH 7,6), 1 Mm EDTA (pH 8.0)), 50 ul de dodecil sulfato sédico (SDS) al 10% y 50 ul de

proteinasa K (10 pg/ml en Buffer TE) y se incubo a 30°C por 1 hora.

Transcurrido el tiempo de incubacidn, la suspension se hizo pasar de 3 a 5 veces a través de
una inyectadora de insulina. Luego se realizé una extraccion agregando 500 pl de fenol:
cloroformo en una relacién 1:1 y se centrifugé a 11.000g por 5 minutos. La fraccién no
organica se trasvasO a tubos limpios. Este paso se realizo dos veces. Seguidamente se
‘realizd una extraccidén con 500 pl de clorofermc y sc centrifugd a 11.000g por 5 minutos.
Lucgo de esta exiraccion, los 4cidos nucleicos se precipitaron con 25 pl de cisioruro de
sodio (NaCl 5M) y 1 ml de etanol al 95%; se agité la mezcla con ayuda del vortex, luego se

centrifugé por 10 minutos a 11.000g.

El pellet obtenido se lavé con 50C pl de etanol al 70% y se centrifugdé por 3 minutos a
11.000g. Se descarté el sobrenadante y el pellet se resuspendio en 100 pl de buffer TE y 5
pul de RNasa (5 mg/ml en TE), y se incubdé por 30 minutos a 30 °C. Luego de esta
incubacidn, el ADN se precipité con 40 pl de acetato de amonio (CH;COONH;4) SM y 250
ul de isopropanol y se incub6 por 5 minutos a temperatura ambiente.

Posteriormente, la mezcla se centrifugd por 16 minutos a 11.000g, y al pellet obtenido se le
realizé un lavado con etanol al 70%. Finalmente, el pellct se resuspendi6 en 50 u! de agua

estéril y se conservé a -20°C, hasta su utilizacion.

La visualizacion del ADN extraido se reaiizd por electroforesis en gel de agarosa al 0,9%,

en una camara sumergida en buffer TBE a 100 voliios durante 1 hora.
La calidad del ADN genomico se verificd mediante su visualizacién en gel de agarosa

tefiido con BrEt (0,7 pg/ml), en un transiluminador de luz ultravioleta marca SIGMA. En

cada pocillo se aplicaron 6 pl de cada muestra y 1 pl de buffer de carga.
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13. Estudio de la diversidad microbiana de las aguas subterraneas.

13.1. Analisis de espacios intergénicos del ARNr,

Para el estudio de la diversidad genética de las comunidades bacterianas de aguas
subterraneas se utilizo6 la técnica de Analisis de Espacios Intergénicos Ribosomales (RISA),

utilizando los “cebadores” propuestos por Borneman y Triplett (1997).
Las secuencias de estos cebadores degenerados son las siguientes:

_ 1406F (TGYACACACCGCCCGT) (Subunidad pequefia universal del ARNT )

23SR (GGGTTBCCCCATTCRG) (Subunidad grande del ARNr bacterial 228}

La reaccion de amplificacion incluyd: Taq polimerasa 2,5 U, oligonucledtidos a una
concentracion final de 2,5 uM cada uno; dNTPs a una concentracién final de 1 mM;
tampoén de Taq polimerasa 10X; MgCl, 50 Mm; 1 pl de ADN gendémico molde y 1,45 de
agua mili Q estéril. El volumen final de la reaccion fue de 10 ul.

El tamafio esperado de los fragmentos amplificados era de aproximadamente de 400 pb a

1,400 pb.

El programa del termociclador incluyé 25 ciclos con el perfil térmico sefialado en la Tabla

2.

Tabla 2. Programa de PCR utilizado para la amplificacién de genes que codifican

para la subunidad pequeiia del ARNT.

Etapas de reaccion Temperatura (°C) Tiempo (min)
Desnaturalizacién 94 1
Desnaturalizacién 94 0,25 n
Hibridacion 56 0,25 25 ciclos
Extension 72 0,5
Extension Final 72 1
Mantenimiento 4 o
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La visualizacion de los amplificados se realizo por electroforesis en gel de agarosa al 1% en

una camara sumergida en buffer TBE a 110 voltios durante 1 hora.

Finalmente, los amplificados fueron observados con BrEt (a una concentracion final de 0,7
pg/ml) en un transiluminador de luz ultravioleta marca SIGMA. En cada pocillo se

aplicaron 6 nl de cada muestra y 1 pl de buffer de carga.

Los perfiles de bandas obtenidas para cada aislado fueron analizados mediante el programa
de analisis estadistico Palacontological Statics (Hammer y col., 2005).Con los perfiles
obtenidos se realizé un andlisis de coniglomerades v la construccion de un dendograma.
Para la identificacion molecular se seleccionaron los aisiados que presentarcn diferentes

perfies de RISA.

14. Identificacién molecular de los aislados Hgh.

La identificacion molecular de los aislados Hg® se realizé mediante la amplificacion por
PCR, secuenciamiento y posterior analisis de secuencia del gen que codifica para el ARNr
16S. Para esta amplificacién se utilizaron los “cebadores” universales propuestos por

Weisburg y col., (1991).

Las secuencias de estos cebadores degenerados son las siguientes:

fd1 5' AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3'
rdl 5' AAGGAGGTGATCCAGCC 3'

La reaccién de amplificacion incluyd: Taq polimerasa 5 U, oligonucleétidos universales a
una concentracion final de 2,5 uM cada uno; dANTPs a una concentracion final de 1 mM;
tampon de Taq polimerasa 10X; MgCl, 50 Mm; 1 pl de ADN gendémico molde y 1,65 de
agua mili Q estéril. El volumen final de la reaccion fue de 10 pl. El tamafio esperado de los
fragmentos amplificados era de aproximadamente de 1,500 pb.

El programa del termociclador incluyd 40 ciclos con el perfil térmico sefialado en la Tabla

3.
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Tabla 3. Programa de PCR utilizado para la amplificacién de genes que codifican

para el ADNr 16S.

Etapas de reaccion Temperatura (°C) Tiempo (min)
Desnaturalizacion 95 3
Desnaturalizacion 94 1
Hibridacion 55 1 40 ciclos
Extension 72 2
Extension Final 72 3
Mantenimiento 4 I

Los productos de amplificacién fueron visualizados por electrotoresis en ge! de agarosa al

0,9%, tal como io describen Sambrook y col., (1989).

15. Ensayos de conjugacién in vitro entre aislados Hg® y cepas potencialmente

patogenas para el hombre.

Para la realizacidn de esta experiencia se utilizaron como cepas receptoras Escherichia coli
(OEG13) y Pseudomonas fluorescens (ATCC 13.525), las cuales son resistentes a la
rifampicina (RifY). Como cepas donantes se utilizaron algunos aisiados indigenas Hg"

provenientes de las aguas subterraneas.
Conjugacion en parche

Los ensayos de conjugacion se realizaron siguiendo la metodologia de conjugacion en
“parche” (Summers., 2002). Para ello, las bacterias donantes (indigenas HgR) y receptoras
fueron cultivadas en 2ml de LB e incubadas a 30°C por 24h; posteriormente se diluyeron
1/10 en LB y se incubaron a 30°C durante 6 horas sin agitacién. Luego de esta incubacion,

se hizo una mezcla de conjugacién en una proporcién 1:1(v/v) (donante: receptora).
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Posteriormente se sembraron 10 pl de la mezcla en placas con medio LB agarizado diluido
1/3 y se incubaron a 30°C por 24h. El parche de crecimiento formado se extrajo, se
resuspendio en medio LB y se agitd fuertemente para extraer la mayor cantidad de células.
Finalmente, la mezcla se sembrd en placas con medio selectivo (LB+Hg 20pg/ml +Rif

80ug/ml), v se incubd a 30°C hasta la aparicion de colonias.
Los controles se realizaron sembrando las diluciones 107,107 y 10 de cultivos de las

bacterias donantes (Hg® Rif®) y las cepas receptoras (Hg® Rif") er. placas con Rif (80pg/ml)
y en placas con HgCl, (20pg/ml).
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RESULTADOS

1. Caracterizaciéon de algunos parametros fisicoquimicos de muestras de aguas

subterrdneas de la Mina Colombia, El Callao (Estado Bolivar).

Para la caracterizacion fisicoquimica de las muestras de aguas recolectadas en los diferentes
niveles de la mina Colombia, localizada en la region de El Callao (Estado Bolivar), se

tomaron en cuenta diferentes parametros como el pH, la temperatura, el contenido de Hg y

otros metales pesados.
1.i Determinacion de pi y temperatura de muestras de aguas subterraneas.

Los resultados de los analisis de pH y temperatura reveiaron quc ics valores de ambos
parametros eran muy similares en todos los niveles analizados. £i pH oscild entre 7,11 y
8,00, lo que indica que el pH de las aguas estudiadas era de neutro a basico. En el caso de la

temperatura, los valores fluctuaron entre 26,1 y 27,1 °C (Tabla 4).

Tabla 4. Valores de pH y temperatura en las muestras de aguas subterrineas.

Nivel pH Temperatura

O

VI (388 m) 8,00 27,
IVa (288 m) 7,43 26,9
IVb (288 m) 7,92 26,3
Ia (138 m) 7,11 26,7
Ib (138 m) 7,92 26,3
Ic (138 m) 7,22 26,1
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1.2 Determinacion de Hg y otros metales pesados.

En cada muestra de agua subterrdnea recolectada se determind la concentracion de Hg, por
medio de la técnica de espectroscopia de absorcién atomica y la de otros metales pesados,
mediante generacion de vapor frio y espectroscopia de emision atomica con plasma
inductivamente acoplado. La concentracion de Hg en las muestras de aguas provenientes de

los diferentes niveles, estuvo por debajo del limite de deteccion (0,43 ppb) (Tabla 5).

Por otra parte, de los 16 elementos metalicos estudiados, solo fueron detectados aluminio,
hicrro, manganeso y calcio. El calcio (Ca) fue ¢l unico elemento que se detectd en la mayor
parte de las muestras (2, 4, 5, 6 y 7). En ¢l caso de la muestra S los niveles cstuvicron por

encima de los valores admitidos (200 ppm) (Barrientos y col., 2000).

Ei aluminio (Al), séic pudo ser detectado en la muestra 7, a una concentracion por encima
de los valores aceptados por gaceta oficial para aguas de consumo humano (1 mg/1).Por su
parte, el manganeso (Mn), presenté valores cuantificables en las muestras 2 y 6, los cuales
estaban por debajo de los valores tolerados (0,10 mg/l) para aguas de consumo humano,

seguin Gaceta Oficial N° 5021,
Finalmente, el hierro (Fe) estuvo presente en las muestras 5 y 7. En el nivel 7 la

concentracidn detectada resultd ser mayor a los niveles admitidos por gaceta oficial para el

consumo humano (0,3 mg/l), segin Gaceta Oficial N° 5021.
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Tabla 5. Determinacion de Hg y otros metales pesados en muestras de aguas

subterraneas.
Nivel Mercurio| Aluminio Calcio | Hierro Manganeso ]
(ng/h (ppm) (ppm) (ppm) (ppm)
VI (388 m) <LOD <LLOD 98,70 £0,96 <LOD 0,59 £ 0,01
IV (288 m) <LOD <.OD 96,67 + 0,81 <LOD <L.OD
Ia (288 m) <LOD <LOD 259,74 £ 0,72] 0,23 + 0,01 <L.OD
; Ib (138 m) <LOD <LOD 95,91 +1,72 <LOD 0,34 +0,01
- Ie(138m) <LOD 1,00£00 112822+ 143; 3,12+ 0,01 <LOD
LOD: Limite de Deteccion
Limites de deteccién: Hg: 0,43 ppb; Al 9,3 ppb; Mn: 0,34 ppb; Fe: 1,3 ppb
2.~ Andlisis microbioldgico de las aguas subterrdneas de ia mina Colombia.

Para el analisis microbiolégico de cada nivel, se determiné el numero total de heterotrofos

cultivables y el porcentaje de aislados resistentes a HgCl, y CH3Hg (MeHg) (Tabla 3).

El recuento total de heterdtrofos cultivables en cada uno de los sitios analizados varié de

1x10%* a 9,8 x10° UFC/ml (Tabla 6). Los ensayos realizados en los diferentes medios de

cuitivo (LB y LB diluido 1/3) revelaron que en LB diluido el nimero de heteréirofos

cultivables totales incrementé significativamente.




Tabla 6. Densidad bacteriana (UFC/ml) de las muestras de aguas subterraneas.

Nivel Siembra en LB Siembra en LB Siembra en LB
agarizado agarizado agarizado dilucion 1/3

(Laboratorio de (Laboratorio MMB) (Laboratorio MMB)

Minerven)
VI (388 m) 4,3x102 ©1,2x103 1,9x103
IV(@288m) 4x102 o 1x102 2,5x103
[a(288m)  1x102 I 1,6x103
Ib (138 m) 9,8x103 S -
ewsm e a0 Y

El analisis microbioldgico preliminar evidencié la presencia de aislados resistentes al
HgCl, (Hg®) y al MeHg (MeHg®) en todos los niveles de la mina estudiados, con una
frecuencia de 25% a 60% y 16,28% a 100% respectivamente, en relacion al nimero total de

los aislados heterdtrofos cultivables (Tabla 7).

Tabla 7. Porcentaje de aislados HgR y MeHg" en muestras de aguas subterrineas.

‘ o alsi:;dos “op aistados v aiiades
Nivel Hetero6trofos resistentes resistentes resistentes
 totales (20 pg/ml HgC12) f(so pg/ml chu)f (5 wo/ml
| | . MeHg)
VI(388m)  43x102 2791 233 1628
EERT e T - - o 1000
X T T S R i R Ty — ] -
Ib (138 m) 9,8x103 - - -
Ic (138 m) 2x102 50,0 - 35,0
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3. Caracterizacién de bacterias Hg" aisladas a partir de aguas subterrineas tomadas

de los diferentes niveles estudiados.
3.1 Estimacién de los niveles de resistencia de los aislados Hg® y MeHg".

Para estimar el nimero de aislados Hg® y MeHg" presentes en los diferentes niveles de la
mina analizados y evaluar los niveles de resistencia de los mismos, se sembraron
nuevamente las muestras de aguas subterraneas en placas de medio LB agarizado
suplementado con diferentes concentraciones de HgCl, (10-80ug/ml) 6 MeHg (3-10pg/ml).
Los resultados mostraron que todos los sitios estudiados estaban colonizados por bacterias
resistentes a diversas concentraciones de HgCl, y MeHg (Figura 10). También se observo

que en todos los niveles analizados la mayoria de los aislados fué resistente a 10 ug/ml de

HgCl.

La frecuencia mas alta de aislados Hg" fue encontrada en los niveles 4 y 6, en los cuales el
90% y el 83% de los aislados fueron resisientes a 10pg/ml de HgCly, respectivamente. Los
resultados también revelaron que en los diferentes niveles analizados méas del 50% de los
aislados eran resistentes a 20pg/ml de HgCly. Por otra parte, en los niveles 4 y 6 también se
observaron aislados resistentes a todas las concentraciones de MeHg; con excepcidn del

nivel 1, en el cual un 21% de los aislados fue resistente inicamente a 3pg/ml de MeHg.
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Figura 10. Porcentaje de aislados Hg® y MeHg® en los diferentes niveles de la Mina Colombia.
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4. Resistencia a antibiéticos de los aislados HgR.

Para realizar las pruebas de resistencia a diferentes antibidticos y otros metales pesados, se
evaluaron 102 aislados Hg" seleccionados en base a los niveles de resistencia al Hg y a las

diferencias morfoldgicas de las colonias en LB (Figura 11).

Figura 11. Aislados Hg" seleccionados para los estudios de resistencia a antibioticos y a otros metates

pesados. El 100% de los aislados seleccionados eran pigmentades.

Para determinar si los aislados Hg" provenientes de las aguas subterrineas presentaban
resistencia a diferentes antibidticos, los mismos se cultivaron en placas de medio LB
(diluido 1/3) agarizado y suplementado con cada uno de los diferentes antibidticos
(kanamicina (Kan (30 pg/ml), cloranfenicol (Cam (30 pg/ml)), tetraciclina (Tet (30
ug/ml)), estreptomicina (Str (30 pg/ml) y ampicilina (Amp(40 pg/ml) (Figura 12). Los
resultados obtenidos en estas pruebas revelaron que la mayoria de los aislados Hg® fueron
resistentes a multiples antibidticos (Figura 13). Las resistencias al cloranfenicol, a la

ampicilina y a la tetraciclina fueron las mas frecuentes.



Figura 12. Resistencia a antibiéticos de los aislados Hg" en medio LB agarizado.

La frecuencia de aislados resistentes al cloranfenicol fue de 83,33%, mientras que la
frecuencia de aislados Hg" resistentes a la ampicilina y la tetraciclina fue de 69,75% vy
67,56%, respectivamente. Por otra parte, se observd que los porcentajes de aislados
resistentes a la estreptomicina y a la kanamicina fueron de 50,98% vy 49,02%,
respectivamente. Es importante resaltar que para todos los antibidticos el porcentaje de
aislados resistentes fue muy cercano o mayor al 50%; esto representaria un elevado

porcentaje de aislados Hg" resistentes a muiltiples antibidticos.

90

80
" Kam 30 ug/mit
270 "
g 6 i Cam 30 pg/mi
§ 50 - I Tet 30 pg/ml
_§ 40 B Str 30 pg/ml
= 30 © Amp 40 pg/ml
< =
© 20 .

10 b

Kam Cam Tet Str Amp
Antibioticos

Figura 13. Porcentaje de aislados Hg"® resistentes a antibioticos.
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Los resultados de resistencia a antibioticos de los aislados Hg®, fueron discriminados de
acuerdo al nivel de procedencia de los mismos. Este andlisis permitié evidenciar que en
todos los niveles estaban presentes aislados Hg® resistentes a los diversos antibi6ticos
ensayados. En el nivel 4 se observé una mayor frecuencia de aislados resistentes a los
diferentes antibioticos (Figura 14). Cabe destacar que el nivel 4 fue en el que se obtuvo un

mayor porcentaje de aislados resistentes a todas las concentraciones de HgCl y MeHg ensayadas

(Figura 10).
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Figura 14. Porcentaje de aislados Hg" resistentes a antibioticos provenientes de los diferentes niveles de

s Mina Colombia.

Un aspecto muy importante de los resultados de este estudio fue la observacion de diferentes
patrones de resistencia frente a los antibidticos ensayados. En efecto, el 27,45% de los aislados
presentd resistencia a cuatro antibidticos simultaneamente y el 26,47 % a cinco antibidticos; la
resistencia a 1 y a 2 antibidticos se presenté con una frecuencia de un 6,86% vy un 12,75%
respectivamente. Por otro lado, solo un 9,6 % de estos aislados fue sensible a todos los antibioticos

probados (Figura 153,
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Figura 15, Porcentaje de resistencia de los de aislados Hg® a miltiples antibiéticos.

El analisis del patrén de resistencia de los aislados Hg®, discriminado de acuerdo al nivel de
procedencia de la mina, revelé que los aislados Hg® presentes en los sitios analizados
mostraban diversos patrones de resistencia (Figura 16). La mayor frecuencia de aislados
HgR resistentes a cuatro y cinco antibiéticos simultdneamente, fue observada en el nivel 4

con un 33% y 37,04%, respectivamente.

En los niveles 1 y VI también se observaron diversos patrones de resistencia en los aislades
Hg®. En el nivel 1, el 20% de los aislados presentd resistencia a 2 y a 3 antibi6ticos
simultaneamente; mientras que un 28% presentd resistencia a 4 antibidticos. Por otro lado,
en el nivel 6 la frecuencia de aislados resistentes a tres y cuatro antibidticos
simultdneamente fue de 22%; mientras que la frecuencia de aislados resistentes a 5

antibidticos fue de 26%.
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Figura 16. Patrones de resistencia a miltiples antibicticos de los de aislados Hg®, provenientes de los
diferentes niveles analizados.

La resistencia de los aislados Hg" a los diferentes antibidticos también fue evaluada en
medio liquido. En este caso, se determiné para cada uno de los 102 aislados HgR la

concentracién minima inhibitoria (CMI) de cada antibidtico (Figura 17).

Los resultados obtenidos mostraron que el cloranfenicol y la ampicilina fueron los
antibioticos en los cuales se observd una mayor frecuencia de aislados resistentes; este
resultado coincide con los obtenidos en medio sdlido. En el caso del cloranfenicol, mas del
85% de los aislados fueron resistentes a las cuatro concentraciones ensayadas, mientras que
en ¢l caso de la ampicilina, mas del 54,9% de los aislados fueron resistentes a las cuatro
concentraciones probadas. Por otra parte, en medio liquido también se obtuvo una elevada
frecuencia de aislados resistentes a la estreptomicina; en efecto, mas del 30,39% de los
aislados Hg® ensayados fueron capaces de crecer en presencia de 100 pg/ml de dicho
antibidtico. Los resultados de esta experiencia indicaron también que el 39,22% de los
aislados fue resistente a 12,5 pg/ml de tetraciclina y que sélo un 2,94% de los aislados fue

capaz de crecer en presencia de 100 pg/ml de este antibiético.
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Figura 17. Resistencia a diferentes antibiéticos de aislados Hg® en medio liquido.
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Las pruebas de resistencia a antibioticos de los 102 aislados Hg" revelaron que el 95,14%

de los aislados pigmentados presentaban resistencia a antibidticos (Figura 18).
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Figura 18. Porcentaje de aislados pigmentados resistentes a diferentes antibiéticos.
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Los resultados de los ensayos de resistencia a antibidticos también revelaron que la muesira
de 102 aislados Hg" presentaba 18 patrones de resistencia. Los patrones que presentaren
una mayor frecuencia fueron kanamicina-cloranfenicol-estreptomicina-ampicilina
(KCSTA) (26,47%) y kanamicina-cloranfenicol-tetraciclina-ampicilina (KCTA) (15,69%),
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ctoranfenicol-estreptomicina-ampicilina  (CSA) y cloranfenicol-tetraciclina-ampicilina

FEN AN

son 5,88% cada uno (Figura 19).
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Figura 19. Patrones de resistencia a antibiéticos de los aislados Hg".

Con los resultados obtenidos en la prueba de resistencia a antibidticos se realiz6 un anaiisis
de conglomerados v un dendograma utilizando la distancia Euclideana (Moraga ¥ col.,
2007). Al realizarse un corte en el dendograma a una distancia -1, los aislados Hg® fueron

agrupados en 18 conglomerados (o agrupaciones) diferentes (Figura 20).

Para saber realmente cuales eran los grupos que conformaban cada conglomerado, se
realizd un corte a la distancia -1. Esto permitié saber cuales eran los aislados mas parecidos

en cuanto la resitencia a antibidticos.
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Figura 20. Dendograma generado a partir de estudios de resistencias a antibidticos de aislados Hg*

uiilizando distancia Euclideana (Moraga y coi., 2067).

5. Resistencia de los aislados Hg® a otros metales pesados.

i.a resistencia a otros metales pesados también fue evaluada en los 102 aislados Hg"®

utilizando la misma metodologia empleada para la prueba de resistencia a los antibiéticos.

Los aislados Hg® fueron cultivados en placas de medio LB (diluido 1/3) agarizado
suplementado con los diferentes metales, a concentraciones de 2 y 5 mM. Los resultados
obtenidos en estas pruebas revelaron que los aislados Hg® fueron resistentes a los metales
estudiados, presentando diferentes patrones de resistencia (Figura 21). Las resistencias al

zine y al niquel (2 mM) fueron las mas frecuenties.

La frecuencia de resistencia al zinc (2 mM) fue de 99,00%, mientras que la frecuencia de
aislados Hg" resistentes al niquel (2 mM) fue de 91,50%. Por otra parte, en el caso del
cobre y el plomo, a esta misma concentracion, se observo que los porcentajes de resistencia

eran de un 76,60% v 73,40%, respectivamente. Es importante resaltar que la frecuencia de
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resistencia para todos los metales a 2 Mm fue muy cercana 6 mayor al 70%; esto
representaria un elevado porcentaje de resistencia a los metales ensayados en los aislados
HgR.

A una concentracion de 5 mM, las resistencias al zinc y al plomo fueron las que
presentaron mayor frecuencia entre los aislados HgR con un 47,90% y 35,10%,
respectivamente. Por otra parte, la frecuencia de aislados resistentes al niquel y al cobre fue

de 23,40% y 16%, respectivamente.

Niquel 5 mM

Niquel 2 mM

Plomo 5mM I

Plomo 2mM 73,4
Zine S mM
Zinc 2 mM

Cobre 5mM

Cobre 2 mM

0 20 40 60 80 100 120

% Aislados resistentes

Figura 21. Porcentaje de aislados Hg® resistentes a otros metales pesados.

La resistencia de los aislados Hg" a los diferentes metales también fue evaluada en medio
liquido. En este caso, se determin6 para cada uno de los 102 aislados Hg" la concentracion

minima inhibitoria (CMI) de cada metal (Figura 22).

Los resultados obtenidos mostraron que el zinc y el cobre fueron los metales en los que se
observé una mayor frecuencia de aislados resistentes. En el caso del zinc, mas del 76,47%
de los aislados fueron resistentes a las cuatro concentraciones de este metal ensayadas,
mientras que en el caso del cobre, mas del 47,1% de los aislados fueron resistentes a las

cuatro concentraciones probadas de este metal. Por otra parte, se pudo observar que mas del
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26,47% de los aislados Hg® ensayados fueron capaces de crecer en presencia de 100 pg/ml

Los ensayos de resistencia de los aislados Hg® a otros metales pesados demostraron que un

gran porcentaje de ellos presentd multiples resistencia a los metales ensayados.
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Figura 22. Prueba de resistencia a diferentes metales de aislados Hg® en medio liguigo.

6. Prucba de Gram de los aislades Hg® por ¢l método de KOH.

TS ANET

La determinacién de la naturaleza Gram de los aislados Hg® por el método de KGH
evidencié que el 71,60% de los aislados Hg" eran Gram negativos, mientras que solo un

28,4% de los aislados resultaron ser Gram positivos (Figura 23).
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Figura 23. Porcentaje de aislados Hg® Gram - y Gram + por el método de KOH.

7. Determinacion de la presencia del gen merA en los aislados HgR.

Con la finalidad dc determinar la presencia del gen merA (gen que codifica para la enzima
mercurio reductasa) en los aislados Hg® se procedié a la amplificacion del mismo por
medio de la técnica de PCR.

Los cebadores utilizados para la amplificacion de merA, fueron oligonucleotidos
degencrados y especificos para bacterias Gram negativas (Protcobacterias) y algunas
bacterias Gram positivas (géneros Bacillus, Sthaphylococcus y Streptomyces) disefiados por
Ni Chadhain y col., 2006 (descritos en materiales y métodos). Al realizar esta amplificacion

s¢ obtuvo un fragmento del tamatfio csperado, de aproximadamente 285 pb (Figura 24).

merA
285 pb

Figura. 24 Amplificacion por la técnica de PCR del gen merA. 1: Marcador de peso molecular, 2:
control negativo; 3: aistado 15 4: aislado 3; 5: aislado 5; 6: aislado 6; 7: aislado 12; 8: aislado 41.

57



El gen merA pudo ser amplificado en un 78% de los aislados Hg® (Figura 25).

© merA negativos

© merA positivos

Figura 25. Frecuencia de amplificades merA en aislados Hg".

En vista de este resultado, se traté de relacionar la naturaleza Gram de los aislados HgR con
la presencia del gen merA en los mismos. Se obtuvo que ¢l 83,3% de los aislados en los

cuales se amplificé el gen mer A resultaron ser Gram negativos. El 75% de los aislados en

los que no se amplificé mer A fucron Gram positivos (Figura 26).
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Figura 26. Correlacion entre la presencia del gen merA y la naturaleza Gram de los aislados Hg".

Para los estudios posteriores de este trabajo (perfil plasmidico, pruebas bioquimicas, RISA,

identificaciéon molecular y ensayos de conjugacidn) se escogicron 20 aislados HgR, en base
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a su morfologia, resistencia al Hg, resistencia a antibidticos y resistencia a otros metales

reados.

8. Estudio del perfil plasmidice de los aislados Hg® seleccionados.

Como parte de la caracterizacion genética de los aislados Hg®, se determing la presencia de
pissmidos en los 20 aislados seleccionados. Por medio del protocolo de lisis alcalina se
logré evidenciar la presencia de plasmidos en once aislados (55%). Los resultados
obtenidos revelaron que los aislados Hg® presentaban de 1 a 4 plasmidos y que éstos podian
ser de bajo y alto peso molecular (Figura 27). Aunque no se pudo determinar con exactitud
¢l peso molecular de los plasmidos presentes en algunos aislados, se consider6 que todos
aquellos que migraban por encima del ADN cromosomal tenian un peso molecular mayor a

los 3G KB,

12 3 45 6 7

ADN

I E——
cromosomal

Figura 27. Perfil plasmidico de los aislados Hg® de aguas subterraneas. 1: Marcador de peso molecular;
2: aislado 18; 3: aislado 24; 4: aislado 32; 5: aislado 98; 6: aisiado 101; 7: aisiado 92.

El estudio del perfil plasmidico permitié determinar que el 45% de los aislados Hg®
contenia dos plasmidos (Figura 28). El 27,27% tenia un solo plasmido y el 18% present6 3
plasmidos. En esta experiencia también se puso en evidencia que el 9,09% de los aislados

contenian cuatro pldsmidos.
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Figura 28. Frecuencia de pldsmidos presentes en los aislados Hg".

9. Caracterizacién morfologica de los aislados Hg®.

La caracterizacion morfoldgica se baso en la observacion de las bacterias por medio de la
técnica de tincion simple (Tabla 8). Los resultados mostraron que el 70% de los 20 aislados
eran bacilos Gram negativos. El 15% de los aislados eran cocos Gram positivos y el 15%

eran cocos Gram negativos.

Tabla 8. Caracterizacién morfolégica de los aislados Hg®,

Morfologia Tincion Gram Aislados
Bacilos ~ Gram-  5,10,15,18,19,21,32,41,
92,97,98,101,44,64
Cocos ' -~ Gram- ‘ 724;79,»84‘ :
Cocos - Gram + 33,4657

10. Caracterizacién bioquimica de los aislados HgR seleccionados.

Para la identificacion preliminar de los 20 aislados Hg" se realizaron una serie de pruebas

bioquimicas (Figura 29). Estas pruebas permitieron ubicar a los aislados Hg® a nivel de
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género, por medio de la comparacion con pruebas de cepas de referencia, descritas por

Koneman v col. (1999).

Figura 29. Pruebas bioquimicas realizadas a los aislados Hg®. Figura A: Resuitados del aislado 41

.

comparados con el control (izquierda a derecha). A: Caldo glucosa rojo fenol (reaccién positiva); B:
Caldo lactosa rojo fenol {(reaccién negativa); C: Citrato de Simmons (reacciéa positiva); D: Agar TSI
(reaccion negativa); E: Medio Hugo y Leifson (reaccién pesitiva). Figura B. Prueba ureasa. A: aislado
101 (veaccién positiva); B: aislado 33 (reaccién negativa).

Tabla 9. Ensayos bioquimicos realizados a Ios aislados HgR.

AisladoGlucosa LactosaCatalasaOxidasa) Citrato GelatinaUreal VP TSI HL Genero mas
Rojo | Rojo Simmons cercano
Fenol | Fenol RM VP C T CPGSHOF
33 + - + - - + -+ - === = - |- -Staphylococcus
41 + + + + - - + | - | - KKK + | - ++Pseudomonas
44 - - + + + - + | - - KKK - |+ +-Pseudomonas
79 - - - - + - - 1 - - KKK - |+i--Acinetobacter
97 - - + - + - - 1 -1 - KKK -+ -i-Acinetobacter
98 - - + - + - - 1 - - KKK - +i-i-Acineobacter
10 - - + + + - + | - - KKK -+ +-Pseudomonas
w T S e R " L Sthaphylococcus
18 - - + + + - + | - - KKK - + +-Pseudomonas
15 - - + + + + + ¢ - | - KKK - |+ |- - Pseudomonas
5 - . - + - + - | - - KKK - - -i-Pseudomonas
101 T + + - + + + - |+ KAK - |+ ++No identificado
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Continuacion Tabla 9

21 - - - + + + + | - | - KKK + - --Pseudomonas
24 - - + - + - - | - |- KKK -+ - -Acinetobacter
19 + - + + + + + | - |+ KKK - |+ +l-Pseudomonas
'y _ - + - + - - - - KKK - |+ -|-Acinetobacter
32 - - + + - - - - - -l-l- - - - -lcaligenes
84 - - + + + - - | - - KKK - |+ --Moraxella
64 - - + - - - - | - - KKK -|+i--Acinetobacter
57 - - + - - - - |- |- 1-1-1-1 - | - |- |- Staphylococcus

Caldo glucosa rojo fenol reaccidén positiva: produccion de 4cidos en el metabolismo; Caldo lactosa rojo
fenol reaccion positiva: produccion de 4cidos en el metabolismo; Catalasa positiva: presencia de la enzima
catalasa; Oxidasa positiva: presencia de la enzima citrocromo oxidasa; Citrato de Simmmions reaccién
positiva: Presencia de la enzima citrocromo permeasa y utilizacion de citrato como unica fuente de carbono y
energia; Gelatina reaccién positiva: Presencia de enzimas proteoliticas; Urea positiva: presencia de la
enzima ureasa; VP (Voges-Proskauer) reaccién positiva: fermentacién butilén-glicolica; RM (Rojo de
Metilo) reaccién peositiva: fermentacion acido mixta; TSI ( agar Hierro-Triple Aziicar): PG: presencia de
gas; T (taco): anaerdbico; C (cufia): aerobico; K: presencia de alcali; A :presencia de 4cido; SH (sulfuro de
hierra): produccion de éacido sulfhidrico; HL (Hugh y Leifson): O (Oxidative) reaccidn positiva:
oxidativo; F (fermentativo) reaccion positiva: fermentativo; Motilidad reaccién positiva: organismo moévil.
(+): reaccion positiva; (-): reaccidn negativa.

Con los resultados obtenidos en las pruebas bioquimicas (presencia de enzimas), se realizo
un andlisis de conglomerados y un dendograma utilizando distancia Euclideana (Moraga y
col., 2007). En este dendograma los aislados Hg® se agruparon en 12 conglomerados

diferentes (Figura 30)
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Figura 30. Dendograma generado a partir de estudios bioquimicos (presencia de enzimas) de aislados
Hg® utilizando distancia Euclideana (Moraga y col., 2007).

11. Extraccion de ADN cromosomal de los aislados Hg" seleccionadaos.

El ADN gendmico de los 20 aislados Hg® se aisl¢ y purificé por el método descrito en
materiales y métodos, con la finalidad de utilizarlo en los ensayos moleculares
(identificacién molecular mediante la amplificacion del ADNr16S y estudio de la

diversidad mediante RISA).

El protocolo utilizado para la extraccion del ADN gendémico permitié obtener un ADN
integro, con pocos signos de degradacién y contaminacién, a partir de los cultivos de los

aislados Hg® (Figura 31).
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Figura 31. Extraccion de ADN cromosomal de los aislados Hg®.

12. Analisis de espacios intergénicos ribosomales (RISA).

Los productos de amplificacion de las secuencias intergénicas ribosomales (RISA)
separados por electroforesis mostraron diferentes patrones (Figura 32). Estos patrones
estaban conformados por 1 a 6 bandas de diferentes pesos moleculares (200 a >1,517 pb).
Los resultados obtenidos revelaron que los diferentes patrones RISA de los 20 aislados

presentaban bandas en comun.

pb

1,587

1,200

1,000
900
760
600

500/517
400
306
200

160

Figura 32. Andlisis de espacios intergénicos ribosomales (RISA) de aislados Hg® . Linea 1: Marcador de
peso molecular; linea 2 y 3: aislado 5; linea 4: aislado 15; linea 5: aislado 32; linea 6: aislado 21; linea 7:
aistado 97; linea 8: aislado 98, linea 9: aislado 79; linea 10: aisiado 24; linea 11: aislado 18; linea 12:
aislado 44; linea 13: control negativo.
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Con los resultados obtenidos del ensayo de RISA se realizé un andlisis de conglomerados y
dendograma utilizando la distancia Euclideana (Lucas y col., 2002). Los aislados fueron

aglomerados en 18 grupos diferentes (Figura 33).
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Figura 33. Dendograma generado a partir del analisis de espacios intergénicos ribosomales (RISA) de
aisiados Hg" utilizando distancia Euclidiana (Lucas y col., 2062).

13. Identificacién molecular de los aislados Hg®.
Con el objeto de identificar los aislados Hg" y de obtener informacién filogenética y
taxonomica de los mismos, se¢ realizé la amplificacién del gen que codifica para el ARNr

16S mediante la técnica de PCR (descrito en materiales y métodos). El tamafio esperado del

fragmento era de 1.500 pb (Figura 34).
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Los productos amplificados fueron purificados y secuenciados. Las secuencias obtenidas
para cada aislado fueron analizadas mediante diversos programas de bioinformatica
(BLAST de NCBI; base de datos de EMBL y MEGAA4) disponibles en Internet. Los
resultados del BLAST presentado en la Tabla 10, muestran diferentes porcentajes de
identidad con especies de Pseudomonas sp, Pseudomonas putida, Pseudomonas stulzeri,
Pseudomonas alcaligenes, Acinetobacter sp, Acinetobacter junii, Caulobacter sp,

Petrobacter succinimandens Brevundimonas diminuta 'y Micrococcus sp.

ADNr 16S
1500pb

Figura 34. Amplificacion por PCR del ADNr 16S. 1: Marcador de peso molecular; 2: control negativo;
3: aislado 5; 4: aislado 15; 5: aislado 18; 6: aislado 21; 7: aislado 24; 8: aislado 79; 9: aislado 44; 10:
aislado 97; 11: aislado 98; 12: control negativo.



Tabla 10. Identificacién molecular de aislados HgR.

Aislado Hg® Organismo ma4s cercano % de identidad
filogenéticamente

5 Brevundimonas diminuta 78
15 Pseudomonas sp. 89
18 Pseudomonas alcaligenes 89
21 Pseudomonas stutzeri 86
41 Pseudomonas putida 91
44 Micrococcus sp. 83
84 Petrobacter succinimanders 89
92 : Acinetobacter sp. ‘ 85
97 Acineiobacier junii 95
58 Acinetobacter sp. 89
101 Caulobacter sp. 89

Con los datos obtenidos a partir de la identificacién molecular, construimos un arbol
filogenético, comparando las sccuencias obtenidas con las sccuencias de la base de datos
EMBL, segiin el método de agrupamiento Neighbor-Joining con Bostrap de 1000
repeticiones. Para este andlisis sc utilizo ¢l programa MEGA4 (Tamura y col., 2007). En cl
arbol resultante (Figura 35 A) se puede observar que los zislados Hg® 15 y 41 estan
relacionados con especies pertenccientes al género Pseudomonas y particularmente con
Pseudomona sp, mientras que el aislado 41 se relaciona con la especie Pseudomona piitida;
estos aislados presentan un 89% y 91% de 1dentidad con estas cepacies, respectivamente. El
aislado 5 se encuentra muy relacionado con especies del género Brevudimoras, presentando

78% de identidad con la especie Brevudimonas diminuta (Tabla 10).

En el caso de los aislados 92, 97 y 98, observamos que se relacionan filogenéticamente con
especies pertenecientes al género Acinetobacter. Los aislados 92 y 98 prescentan un 85% y
89% de identidad con la especie Acinetobacter sp, y estan muy relacionados entre si. Por su

parte el aislado 97 tiene 95% de identidad con Acinetobacter junii.
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Figura 35 A. Arbol filogenético de los aislados Hg", relacionadas con secuencias de las base de datos
EMBL. Método de agrupamiento WNeighbor-Joining (Soitou y col, 1987) con Bostrap de 1000
repeticiones (Felsentein, 1985).

Debido a la mala calidad de las secuencias obtenidas, los aislados 18, 21, 44, 84 y 101 no
fueron relacionados con ningun género (Figura 35 A). Para resolver este inconveniente se
tomo en cuenta un fragmento mdas pequefio de las secuencias problemas pero mds
conservado, el cual se utilizd para la comparacion con la base de datos. Esto permitié
relacionar estas cepas con los géneros Pseudomonas, Petrobacter, Caulobacter 'y
Micrococcus (Figura 35 B). Los aislados 18 y 21 se relacionaron filogenéticamente con
especies del género Pseudomonas; el aislado 18 posee un 89% de identidad la especie
Pseudomonas  alcaligenes, mientras que el aislado 21 estd mas relacionado

filogenéticamente con Pseudomonas stutzeri (86% de identidad).
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En el caso del aislado 44, observamos que se relaciona filogenéticamente con la especie
Micrococcus sp, con un 83% de identidad. Por otra parte, el aislado 101 se encuentra muy
relacionado filogenéticamente a Caulobacter sp; con un §9% de identidad.

Finalmente el aislado 84 mostrd una relacion filogenética con microorganismos pertenecientes al

género Petrobacter y un 89% de identidad con la especie Petrobacter succinimandens.

—‘gll:Palc aligenesHPC11350

31 PalcaligenesHPC 1144
9 e e I 8

13 FseudomonasHRBS

o PputidaLWC17

Pseudomonas
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Fseudomonas sp.
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Figura 35 B. Arbol filogenético de los aislados Hg®, relacionadas con secuencias de las base de datos
EMBL. Método de agrupamiento Neighbor-Joining (Seitou y col, 1987) con Bostrap de 1000
repeticiones (Felsentein, 1985).

14. Ensayos de comjugacién in vitro entre aislados Hg® y cepas potencialmente
patégenas para el hombre.

En estos ensayos se intentd determinar mediante conjugacion in vitro la frecuencia con la
cual podia ocurrir la transferencia horizontal de marcadores de resistencia al Hg a otras
cepas de bacterias y, especialmente, a cepas potencialmente patogenas para el hombre. Los
ensayos se realizaron siguiendo la metodologia de conjugacidén en parche (descrita en
materiales y métodos). Para estas experiencias se realizaron varias mezclas de conjugacion

(£. cofi y aislados 35, 49, 97 y 98; P. fluorescens 1y, aislados 35, 49, 97 y 98) (Figura 36).
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Figura 36. Conjugacién en parche en medio LB (dilucidn 1/3). (E. coli x aislados 97 y 98; P. fluorescens
x aisiados 97 v 98).

Las mezclas de conjugacién fueron cultivadas en placas con medio selectivo :(LB+Hg+Rif),
en las cuales sdlo podian crecer los transconjugantes que recibian los marcadores de
resistencia al Hg y que eran capaces de expresar la resistencia a la rifampicina. Para
determinar el titulo de las receptoras, diferentes diluciones de los cultivos fueron sembradas
en placas de LB. Por otra parte, los controles del ensayo se realizaron cuiltivando los
aislados Hg®y las cepas receptoras Rif* en placas de LB suplementado con Rif (80 pg/ml),
en las cuales se esperaba el crecimiento de las cepas receptoras Rif¥, y en placas
conteniendo Hg (20 pg/ml), en las cuales solo podian crecer los aislados Hg®. Como se

esperaba, 5610 se observé crecimiento de los aislados Hg® en presencia de Hg y de las cepas

Figura 37. Control de ensayo de transferencia de marcadores de resistencia al Hg por conjugacioén. 1:
E. coli; 2: P. fluorescens; 3: aislado 97; 4: aislado 98; 5: aislado 49; 6: aislado 35.
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No se observaron exconjugantes en placas, lo que sugiere que este fendmeno ocurre con
muy baja frecuencia, en las condiciones ensayadas. De los tres ensayos, s6lo en una de las
mezclas de conjugacion (aislado 97 Acinetobacter junii y, E. coli) se obtuvo un clon

transconjugante Hg® Rif*.

En vista de que no se logré cuantificar la frecuencia de conjugacion, se realizé un
aislamiento plasmidico del transconjugante (Hg® Rif%) para determinar si la resistencia al

Hg adquirida se debia 2 la transferencia horizontal de plasmidos de la cepa donadora.

La extraccion del ADN plasmidics se realizd mediante el protocolo de lisis alcalina
descrito por Kotchoni y col. (2003) con modificaciones; la observacidén de los mismos se
realizd segiin las especiticaciones de Sambrook y col. (1989). mediante electroforesis en

gel de agarosa al 0,8% (descrito en materiales y méiodos).

Los resultados obtenidos en este estudio revelaron que el transconjugante presentaba el

mismo perfil plasmidico que la cepa donante (97 Acinetobacter junii) (Figura 38).

<4——— ADN cromosomal

4~ Plismido

Figura 38. Aislamiento de plasmidos del transconjugante Hg"Rif*. 1: marcador de peso molecular 100

pb Ladder; 2: aislado donante (97); 3: transconjugante.
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DISCUSION

1. Analisis fisicoquimico de muestras de aguas subterrineas de la Mina Colombia, El

Callao (Estado Bolivar).

Hasta el momento, no se ha publicado ninguin trabajo relacionado con el estudio de la
contaminacion mercurial de aguas subterraneas en El Callao, Edo Bolivar, atin cuando esta
region presenta una gran contaminacion con Hg de los cuerpos de agua superficiales, como
resultado de la explotacion minera artesanal del oro; v que ademas, existe la posibilidad de
ane aguas superficiales altainente centaminadas puedan alcanzar los rios a través del fiujo
superficial y entrar en contacto con aguas subterraneas a través de fiitraciones, resultando

finalmente en una gran contaminacion del medio ambiente acuatico de la region.
i.i Determinacion de pH y temperatura de muestras de aguas szbterraneas.

Los resultados obtenidos para el pH y la temperatura de las muestras de aguas subterraneas
revelaron que los valores de ambos pardmetros eran muy similares en todos los sitios
analizados. El pH oscilo entre 7,11 y 8,00; esto indica que el pH de las aguas estudiadas era

de neutro a basico (Tabla 4).

Al comparar nuestros resultados con los valores aceptados por la OMS (pH 7 a 8,5), se
podria decir que los valores de pH de las aguas subterrdneas de la mina Colombia estan

dentro de los limites tolerados para el consumo humano.
Los valores de temperatura de los diferentes lugares analizados se encontraron en el rango

de 26,1 a 27,1 °C. Estos valores son ligeramente superiores al valor deseable para el agua

potable (10 a 25°C) (Doménech 1995).
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