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RESUMEN

Escherichia coli es la enterobacteria mas conocida, encontradas de forma
natural en el tracto gastrointestinal. Existen diversas cepas de esta especie que
pueden ser agentes infecciosos en los humanos. Las infecciones del tracto
urinario (ITU) son las mas comunes de todas las infecciones bacterianas. Estas
son diagnosticadas de acuerdo a una gran variedad de cuadros clinicos cuya
manifestacion dependera de los mecanismos de defensa de la persona infectada y
de la cantidad de bacterias que causan la infeccion.

Los microorganismos también juegan un papel clave en la biésfera,
particularmente en las areas de las biotransformaciones de metales y minerales y
los ciclos biogeoquimicos, las cuales pueden tener consecuencias beneficiosas o
perjudiciales para los seres vivos. Algunos metales pesados son nutrientes traza
esenciales para los microorganismos, pero en altas concentraciones resultan
toxicos. Los microorganismos poseen mecanismos que le han conferido
resistencia hacia los efectos de los metales toxicos, a los que los humanos se
encuentran expuestos constantemente. Algunos sistemas microbianos de
tolerancia y resistencia a metales tienen el potencial para ser utilizados en
procesos biotecnolégicos, como la biorremediacion de la contaminacion ambiental
por metales toxicos, o la recuperacion de metales valiosos.

Las bacterias poseen un genotipo que transmiten por herencia y un fenotipo
gue depende de las circunstancias que las rodean. Pero ademas se puede
producir ganancia de material genético mediante diversos procesos entre los que
se encuentra la conjugacion, en el que ocurre la transferencia de material genético
de una célula donadora a otra receptora mediante el contacto fisico.

En nuestro pais hay una elevada frecuencia de las ITU causadas por E.
coli, que son resistentes a multiples antimicrobianos, sin embargo, se conoce poco
sobre la resistencia de estos aislados a los metales pesados.

Mediante técnicas microbiologicas se realizaron ensayos para determinar el
fenotipo de resistencia a sales de Bario, Cobalto, Cobre, Estroncio y Molibdeno de
50 aislados identificados como E. coli, de pacientes con infecciones del tracto
urinario (ITU), y la capacidad que éstos tienen de transferir dichos genes de
resistencia mediante la conjugacién. El 24% (12 aislados) de los aislados fue
resistente a Co 2mM, el 46% (23 aislados) fue resistente a Cu 5mM, mientras que
para Ba, Sr y Mo no se pudo determinar los CMI. En los ensayos del proceso de
conjugacion se encontré que todos los aislados con resistencia a Co 2mM y Cu
5mM fueron capaces de transferir dichos genes de resistencia. Estos resultados
sugieren gue los genes de resistencia se encuentran codificados en plasmidos, y
gue mediante procesos de transferencia de material genético horizontal éstos
pueden propagarse a otras células.
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1. INTRODUCCION

1.1 Bacterias y su metabolismo.

En el ambiente habitan diversos microorganismos a los cuales los seres
humanos se encuentran expuestos. Estos microorganismos cumplen funciones
gue pueden ser beneficiosas o perjudiciales. A diferencia de los macroorganismos,
los microorganismos son capaces de realizar sus procesos vitales de crecimiento,
produccion de energia y reproduccion, de forma independiente de otras células

(Brock y col., 2002).

Las bacterias pueden ser clasificadas de acuerdo a las caracteristicas que
estds poseen, tomando en cuenta su forma (cocos, bacilos, espirilos), su
capacidad de sintesis de sustratos (auxotrofas o heterétrofas), la composicion de
la pared celular, seguin su respiracion (aerobia, anaerobia o facultativa), entre

otras (Tomado de: http://www.duiops.net/seresvivos/bacterias.html).

La fuente de energia (compuestos quimicos o luz) y la manera en la cual el
microorganismo la utiliza es muy variada, pero independientemente del sustrato o
el mecanismo que emplee, el objetivo final es la obtencion de ATP, el cual es
mediador de muchas reacciones bioquimicas en los procesos metabolicos. Las
fuentes energéticas pueden ser organicas o inorganicas. Las organicas incluyen
un gran numero de compuestos que van desde moléculas de 2 atomos de carbono
hasta moléculas mas complejas tales como el almiddn, el cual contiene una gran

cantidad de atomos de carbono. Las fuentes inorganicas incluyen el dioxido de


http://www.duiops.net/seresvivos/bacterias.html

carbono, sulfuro de hidrégeno y otras moléculas (Bastardo y Pedique, 2001).
Algunos metales pesados son también nutrientes traza, esenciales para las
bacterias, pero que en concentraciones micro o milimolares resultan téxicos. Los
microorganismos que portan sistemas genéticos que contrarrestan los efectos
toxicos de los metales pesados, tienen la capacidad de sobrevivir en ambientes

con elevadas concentraciones de estos elementos (Marrero-Coto y col., 2010).

1.2 Infecciones en humanos y las enterobacterias.

Una infeccion se define como la implantacion y el desarrollo de patdgenos o
parasitos en un organismo (hospedador) (Tomado de:

http://danival.org/600%20microbio/6200microclin/microclin 100 infeccion.html).

Los organismos parasitos dependen de sus hospederos, estableciendose
entre ellos una relacion simbidtica del tipo dinamica. La naturaleza de una
infeccion puede variar ampliamente en relacién con la gravedad, la localizacién y
el niumero de microorganismos que participan en el proceso. Una enfermedad
causada por un agente infeccioso es cualquier desviacion de la salud, por la que
parte o la totalidad del hospedero no esta equilibrado y es incapaz de realizar sus
funciones normales, debido a la presencia del organismo parasitario 0 sus

productos (Brock y Madigan, 2002).

Las enterobacterias comprenden un grupo relativamente homogéneo de
bacterias que se caracterizan por ser anaerobias facultativas, Gram negativas, no
esporuladas, no méviles, (en caso de ser mdviles es debido a la presencia de

flagelos de insercion peritrica), con requerimientos nutricionales relativamente


http://danival.org/600%20microbio/6200microclin/microclin_100_infeccion.html

simples, y capaces de fermentar azlcares con diversos productos finales. Algunos
de los microorganismos pertenecientes a esta familia son patdégenos para el ser
humano. Escherichia coli es la enterobacteria que mas se ha estudiado y por lo
tanto, de la cual mas se conoce. Existen diversas cepas de esta especie, que son
agentes infecciosos en los humanos. Debido a la importancia médica de las
enterobacterias, se han aislado y estudiado un gran niumero de ellas. Dado que
estos organismos pueden ser cultivados a partir de aislamientos clinicos, se
requieren algunos métodos de identificacion que faciliten el tratamiento de la

infeccion rapidamente (Brock, 2002).

Figura 1.- Bacteria Gram negativa: Escherichia coli (Tomado de:
http://www.packagingnews.co.uk/news/e-coli-cannot-survive-in-corrugated-
packaging-say-eu-manufacturers/)

Los bacilos Gram negativos de la familia Enterobacteriaceae, como el
nombre de la misma indica, son frecuentemente encontrados de forma natural en
el tracto gastrointestinal. Previo a la existencia de los antibidticos y los
inmunosupresores, los miembros de esta familia estaban limitados esencialmente
a causar enfermedades del tracto gastrointestinal y urinario. Actualmente, las

enterobacterias pueden ser aisladas en el laboratorio a partir de diferentes


http://www.packagingnews.co.uk/news/e-coli-cannot-survive-in-corrugated-packaging-say-eu-manufacturers/
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muestras clinicas provenientes de diferentes lugares de infeccién (Koneman vy col.,

1983).

1.2.1 Infecciones en el tracto urinario ITU y las bacterias anaerobicas.

Las Infecciones en el tracto urinario son las mas comunes de todas las
infecciones bacterianas. Las ITU son diagnosticadas de acuerdo a una gran
variedad de cuadros clinicos, cuya manifestacion dependerd de la cantidad de
bacterias que causan la infeccion y de los mecanismos de defensa de la persona
infectada. Gran parte de las bacterias causantes de éstas infecciones provienen
del intestino grueso y entran a la vejiga luego de haberse instalado inicialmente en

la uretra, colonizan tanto la zona uretral como la periuretral (Colombini, 2011).

Algunas especies bacterianas responsables de las ITU son: Estreptococos,

Pseudomonas aeruginosa, y enterobacterias (Koneman y col., 1983).

Muchos son los microorganismos causantes de infecciones o enfermedades
en humanos, sin embargo las bacterias mas frecuentemente aisladas a partir de
muestras clinicas, son las anaerobias. Las bacterias anaerobias son un grupo
conformado por organismos que no requieren oxigeno molecular para llevar a
cabo sus actividades metabdlicas; la presencia de este elemento provoca efectos
toxicos que impiden su crecimiento, pues al carecer de las enzimas necesarias
para la degradacion de radicales libres, los productos de las diferentes reacciones
del oxigeno con la materia organica provocan la muerte de las células (Quesada-

Gobmez, 2010).


http://www.urologiaonline.com.ar/infecciones_urinarias.php

En los Ultimos afios, la atencion e importancia que se ha brindado a las
bacterias anaerobias ha aumentado por diversas razones, entre las que destacan:
su prevalencia como flora normal del ser humano, su reconocimiento como
agentes etiolégicos en una amplia variedad de infecciones, los procedimientos
especiales que se requieren para su aislamiento e identificacion, la dificultad del
manejo terapéutico de las infecciones que provocan y el aumento en la resistencia
de este grupo de bacterias contra muchos de los agentes antimicrobianos que se

utilizan en su tratamiento (Quesada- Gomez, 2010).

Uno de los aspectos mas importantes de este grupo bacteriano radica en su
predominio como flora bacteriana normal del ser humano, llegando a superar
ampliamente a los aerobios en algunas areas del cuerpo. Sus reservorios
principales son: la cavidad oral, el tracto respiratorio superior, la piel, el tubo

digestivo y el tracto genital. (Quesada-Gomez, 2010).

En muchos casos las infecciones causadas por bacterias anaerobicas son
serias y presentan alto grado de mortalidad. En su mayoria, los anaerobios se
comportan como patdégenos oportunistas, causando infecciones al romper el
equilibrio homeostatico entre el hospedero y los microorganismos (Quesada-

Gomez, 2010).

1.3. Biorremediacion

Los microorganismos juegan un papel clave en la biosfera, particularmente
en las areas de las biotransformaciones y los ciclos biogeoquimicos, las

transformaciones de metales y minerales, las cuales pueden tener consecuencias



beneficiosas o perjudiciales en el contexto humano y otras formas de vida; la
descomposicion, y la formacion del suelo. Los microorganismos tienen una
variedad de propiedades que pueden causar efectos en la especiacion de los

metales, toxicidad y movilidad (Gadd, 2010).

Las bacterias poseen mecanismos que le han conferido resistencia hacia
los efectos de los metales toxicos, a los que los humanos se encuentran
expuestos constantemente, y que en la naturaleza son cominmente encontrados
en sus formas ionizadas. El estudio de las interacciones de los microorganismos y
los metales puede ser util para el entendimiento de las relaciones de los metales
toxicos con organismos superiores como mamiferos y plantas. Algunos sistemas
microbianos de tolerancia y resistencia a metales tienen ademas el potencial para
ser utilizados en procesos biotecnoldgicos, como la biorremediacion de la
contaminacion ambiental por metales téxicos, o la recuperacion de metales

valiosos (Cervantes y col., 2006).

La biorremediacion puede definirse como un proceso por el cual se utilizan
los microorganismos 0 sus enzimas para retornar al ambiente los contaminantes
en sus forma no toxica (Alonso y col.,, 2008). El término biorremediacion fue
acuiado a principios de 1980. Los microorganismos pueden degradar los
desechos en productos menos toxicos, concentrar e inmovilizar sustancias téxicas
tales como metales pesados; minimizar desechos industriales y rehabilitar areas
afectadas con diversos contaminantes. De este modo la biorremediacién permite
mejorar los ecosistemas dafados, acelerando algunos procesos naturales

(Whiteley y Lee, 2005).



Considerando el gran nimero de quimicos contaminantes y su presencia en
miles de sitios, el desarrollo de la tecnologia de remediacion de aguas
subterraneas y de areas contaminadas es un gran reto. La biorremediacion es
frecuentemente considerada como una tecnologia costeable y efectiva, mediante
la cual se utilizan microorganismos para la mineralizaciéon o detoxificacion de

contaminantes (Timmis y Pieper, 1999).

1.4. Intercambio de informacién genética en bacterias.

Las bacterias poseen un genotipo que transmiten por herencia y un
fenotipo que depende de las circunstancias que les rodean. Las bacterias pueden
sufrir variaciones en sus caracteres y son de dos tipos: fenotipicas y genotipicas.
El estudio de la genética bacteriana permite un mejor entendimiento de las
funciones esenciales de su material genético y las caracteristicas que rigen su
comportamiento, la capacidad de adaptacion al medio ambiente, la expresion de
los mecanismos de virulencia que les permite colonizar, invadir, y dafar células

eucariotas, y como consecuencia, el desarrollo de enfermedades (Lopez, 2011).

El crecimiento en los diferentes tipos de medio de cultivo permite detectar,
en la mayoria de los casos, el genotipo bacteriano, el cual puede ser modificado
por ganancia de material genético y la posterior recombinacion. La ganancia de
material genético en bacterias puede darse por tres procesos. Estos procesos son:

transformacion, transduccion y conjugacion (Brock, 2002).



1.4.1. Transformacion

La transformacién bacteriana es un proceso por el cual el DNA libre se
incorpora en el cromosoma de una célula receptora, trayendo como consecuencia
un cambio genético (Brock, 2002). En otras palabras, la transformacion consiste
en la conversion de un genotipo en otro por la introduccién de DNA desnudo. Este
DNA desnudo se incorpora al cromosoma bacteriano mediante un proceso de
rutura e insercion, sin la necesidad de que ocurra contacto entre dos células

(Griffiths y col., 2002).

1.4.2. Transduccion

La transduccién se puede definir como el proceso de transferencia genética,
desde una célula donante a otra receptora, mediante particulas de bacteriéfagos
gue contienen DNA gendmico de la célula donante. Inicialmente el material
genético se introduce en el interior de la capside del fago. Luego esta particula
transductora inyecta de forma habitual el DNA que porta, a la célula receptora,
donde este DNA puede eventualmente recombinarse con el cromosoma y

expresar su informacion (Alché y Garcia, 2010).

Donador Receptor Transformacién

e

=

Infeccién virica,
destruccién del
cromosoma

0D

@@:

Transduccion

Virus con
DNA

Figura 2.- Esquema de procesos de transferencia de material genético. Se
muestra el proceso de transformacion en la parte superior y el de transduccién en
la parte inferior (Brock y col., 2002).



1.4.3. Conjugacion

La conjugacién bacteriana es un proceso biolégico en el que ocurre la
transferencia de material genético de una célula donante a otra receptora
mediante el contacto entre ellas a través de un pilus sexual que posee la célula
donadora. A diferencia de los procesos de transferencia antes mencionados,
transformacion y transduccién, la conjugacion necesita contacto entre dos células

vivas (Sanchez y Guerrero, 1982).

La conjugacion es uno de los mecanismos mas importantes realizados por
las bacterias, permitiendo la adquisicién de genes que codifican para la resistencia
a diversos agentes antimicrobianos, incluidos los metales pesados. La conjugacion
y la transferencia de genes en E. coli esta mediada por plasmidos. El conocimiento
de los mecanismos de transferencia horizontal de la informacién genética entre
bacterias ha permitido deducir que los plasmidos son los elementos de mayor
contribucion en la evolucién bacteriana, debido a su capacidad para superar
barreras genéticas. La transferencia de la resistencia por elementos genéticos
méviles como plasmidos, transposones e integrones, son factores importantes que
pueden contribuir con el incremento de cepas multiresistentes (Saenz y col.,

2004).

El proceso de conjugacién provee ventajas competitivas a la bacteria y
ocasiona serias implicaciones en la Salud Publica, ya que promueve el
mantenimiento y la dispersion de genes que codifican resistencia a los metales

pesados, entre bacterias relacionadas, en mayor y menor grado. El proceso



requiere de una regién de transferencia, de mas de 30 genes (genes tra), que
generalmente abarcan mas de 33 kb de la molécula plasmidica (Alonso y col.,

2005).

Los plasmidos conjugativos son transferidos desde una célula donante
hasta una receptora, mediante un complejo de formacién del par conjugante (Mpf),
llamado sistema de secrecion tipo IV (T4SS). Este sistema es un complejo
proteico asociado a la membrana celular, responsable de la construcciéon del pilus
y de la transferencia del DNA. La proteina acopladora, unida a la membrana
interna, conecta las proteinas del Mpf al relaxosoma citoplasmatico, que es el
sistema responsable del procesamiento del DNA antes y durante la transferencia

por conjugacion (Alonso y col., 2005).

Los sistemas de secrecion del tipo IV son la maquinaria bacteriana mas
versatil. Estos complejos multiproteicos transmembranal pueden secretar
proteinas y moléculas de ADN al medio o directamente a cualquier célula blanco

procariota o eucariota (Llosa y col., 2009).

Figura 3.- Conjugacion bacteriana. Se muestra a una célula donante con
una célula receptora en contacto mediante el puente de conjugacién (Brock y col.,
2002)
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1.5. Metales pesados

La naturaleza, los materiales, y los seres vivos, estan constituidos por
diversos atomos derivados de elementos quimicos. Entre esos elementos se
encuentran los que son esenciales como el carbono, el hidrégeno, oxigeno y
nitrégeno, en mayor proporcion; mientras que en una menor proporcion, estan el

calcio, el hierro, el cobre y el aluminio (Navarro-Avifid y col., 2007).

Los metales conforman alrededor del 75% de los elementos conocidos;
ellos se encuentran en toda la biosfera, siendo elementos importantes tanto para
los seres vivos, como para las industrias (Gadd, 2010). Las actividades de los
humanos como mineria, industrias, extraccion petrolera, de gas, etc., han
provocado un incremento en los niveles de metales toéxicos en el ambiente,
acumulandose tanto en los ambientes terrestres como en los acuaticos, siendo
asociados con efectos adversos en la biota y en la salud de los humanos

(Cervantes y col., 2006; Gadd, 2010).

Figura 4.- Contaminacién de aguas por metales pesados generados por
industrias. (Tomado de: http://www.ecologiaverde.com )

Existen 13 metales y metaloides que son considerados contaminantes

principales, los cuales son: Ag, As, Be, Cd, Cr, Cu, Hg, Ni, Pb, Sb, Se, Tl, y Zn;
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ellos se originan de fuentes naturales como rocas y minerales metaliferos, y
también de introduccién antropoldgica. Muchos metales son esenciales para la
vida, como el caso del sodio, potasio, cobre, cobalto, calcio, zinc, magnesio, hierro
y manganeso; pero todos pueden causar toxicidad cuando estan presenten en

concentraciones por encima del umbral (Gadd, 2010).

Muchos metales pesados, como el cromo, cobre, cobalto, molibdeno y zinc,
entre otros, son necesarios en bajas cantidades en las células, a estos metales se
les conoce como oligoelementos, pero una vez que se encuentran en niveles
superiores a los requeridos, ejercen efectos toxicos sobre las células. Mientras
gue aquellos metales pesados a los que no se les ha identificado una funcion
especifica en los requerimientos celulares, suelen ser altamente toxicos, como es

el caso del Ba, Cd, Hg, Pb, Sb, y el Bi (Navarro-Avifié y col., 2007).

Las bacterias han desarrollado diversos mecanismos de resistencia para
tolerar los efectos nocivos de los metales toxicos o pesados. Entre esos procesos
se encuentran los que involucran: componentes celulares que capturan a los
iones, neutralizando la toxicidad de los metales, enzimas que modifican el estado
redox de los metales o metaloides, transformandolos en formas menos toxicas, y
transportadores de la membrana que expulsan las especies nocivas del

citoplasma celular (Cervantes y col., 2006).

En el 2003, Lloyd y colaboradores realizaron una revision sobre la
reduccion microbiana de metales y radionucleétidos, destacando el creciente

interés de la acciébn microbiana para la reduccién de metales y la participacion
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crucial que pueden jugar estas transformaciones en el ciclo, tanto de especies
organicas como inorgéanicas en un rango de ambientes, y del amplio rango de
procesos innovadores de biotecnologia. La revision se enfoca principalmente en
investigaciones de la reduccion de metales como hierro (lll), manganeso (1V), y
otros metales méas toxicos como cromo (VI), mercurio (ll), cobre (lll), paladio (II),
oro (IlN), plata (1), molibdeno (V1) y vanadio (V), destacando los principales estudios
relacionados con la reduccion de los metales mencionados anteriormente, de los
posibles mecanismos utilizados para realizar dicha accion, y cuales son las

especies bacterianas capaces de llevar a cabo dichos procesos.

Dentro de la amplia diversidad microbiana, existen organismos resistentes y
tolerantes a metales pesados. La habilidad de éstos para sobrevivir en ambientes
con metales pesados, implica la adquisicion de mecanismos que potencialmente
podrian ser utilizados para el tratamiento de ambientes contaminados con esos
metales a través de procesos de inmovilizacion, o retencion de las especies
toxicas (Vullo, 2003). Algunos mecanismos bacterianos de resistencia a metales
pesados como el mercurio, cadmio, cromato, plata, niquel, zinc arsénico y telurito,

han sido previamente estudiados (Silver y Phung, 1996).

1.5.1 Bario

El simbolo quimico del Bario es Ba, su niamero atémico es 56 y tiene un
peso atdmico de 137.34. El bario ocupa el decimoctavo lugar en abundancia en la
corteza terrestre, encontrandose en un 0.04%. Los compuestos de bario se
obtienen de la mineria y por conversién de dos minerales de Bario. Este metal es
altamente reactivo con la gran mayoria de los no metales. El metal es ductil y
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maleable. El bario tiene una apariencia gris-blanca lustrosa. El cloruro de bario es
una de las sales mas utilizadas en las industrias, se emplea en la purificacion de la
sal, en la manufactura de cloruro e hidroxido de sodio, como fundente en
aleaciones de magnesio, como ablandador de agua de calderas y en
preparaciones medicinales (Tomado de:

http://www.lenntech.es/periodica/elementos/ba.htm#ixzz1vLd1GJInYY).

De forma natural, los niveles de Bario en el medio ambiente son muy bajos,
pero altas cantidades de Bario pueden soélo ser encontradas en suelos y en
alimentos, como frutos secos, algas, pescados y ciertas plantas (Tomado de:

http://www.lenntech.es/periodica/elementos/ba.htm#ixzz1vLd1GJInYY).

Los efectos sobre la salud que el bario puede causar dependen de la
solubilidad del compuesto que contenga dicho metal. La toma de gran cantidad de
Bario que es muy soluble en agua puede causar pardlisis y en algunos casos
incluso la muerte. Pequefias cantidades de Bario soluble en agua puede causar en
las personas dificultad al respirar, incremento de la presidon sanguinea, aritmia,
dolor de estdmago, debilidad en los musculos, cambios en los reflejos nerviosos,
inflamacion del cerebro y el higado, dafio en los rifiones y el corazén (Tomado de:

http://www.lenntech.es/periodica/elementos/ba.htm#ixzz1vLd1GJInYY)

1.5.2 Cobalto
El simbolo del cobalto es Co, niumero atébmico 27 y un peso atbmico de
58.93. Se encuentra distribuido ampliamente en la naturaleza y constituye,

aproximadamente, el 0.001% del total de las rocas igneas de la corteza terrestre.
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El cobalto es hallado en meteoritos, estrellas, en el mar, en aguas dulces, suelos,
plantas, animales y en los nédulos de manganeso encontrados en el fondo del
océano. Se pueden encontrar trazas de cobalto en muchos minerales de hierro,
niquel, cobre, plata, manganeso y zinc. Las plantas y los animales necesitan
cantidades pequeiias de cobalto. El cuerpo adulto normal de 70 kg contiene un
total de 1,1 mg de cobalto (Tomado de:

http://www.lenntech.es/periodica/elementos/co.htm#ixzz1vLgJnT90 ).

Las sales mas comunes de cobalto son derivados del cobalto(ll). La
vitamina B;; s un compuesto que contiene cobalto, frecuentemente encontrado
en la naturaleza y que es muy importante para los seres vivos. Los compuestos de
cobalto tienen gran variedad de aplicaciones industriales y comerciales. Entre sus
aplicaciones mas importantes estan la preparacion de aleaciones, pueden ser
usados como catalizadores, y en la agricultura se utilizan para remediar la
deficiencia de cobalto en el suelo y en la vegetacion natural (Tomado de:

http://www.lenntech.es/periodica/elementos/co.htm#ixzz1vLgInT90 ).

Las altas concentraciones de cobalto pueden ocasionar dafios sobre la
salud humana. Cuando respiramos elevadas concentraciones de cobalto se
experimentan efectos negativos directamente en los pulmones, como asma y
neumonia. Las plantas que crecen sobre suelos contaminados pueden acumular
pequefas particulas de cobalto, que al ser consumidas puede provocar vomitos,
nauseas, problemas de visién, problemas de corazén y dafio de la tiroides

(Tomado de: http://www.lenntech.es/periodica/elementos/co.htm#ixzz1vLgJnT90 )
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1.5.3 Cobre

El cobre (Cu), tiene el nUmero atomico 29 y su peso atdomico es 63,54. El
cobre fue uno de los primeros metales usados por los humanos. Actualmente, este
metal es muy utilizado por las industrias principalmente por sus propiedades
guimicas, fisicas, mecanicas y eléctricas, y ademas por su gran abundancia en la
corteza terrestre. La valencia mas comdn encontrada en compuestos que
contienen cobre, es la de 2+ (cuprico), pero 1+ (cuproso) es también frecuente; y
la valencia 3+ se presenta solo en algunos compuestos inestables (Tomado de:

http://www.lenntech.es/periodica/elementos/cu.htm#ixzz1vLgUG6AGBR).

De los cientos de compuestos de cobre, s6lo unos cuantos son fabricados
de manera industrial en gran escala. El mas importante es el sulfato de cobre(ll)
pentahidratado o azul de vitriolo, CuSO4 " 5H,0. Las principales aplicaciones de los
compuestos de cobre se encuentran en la agricultura, en especial como fungicidas
e insecticidas, como pigmentos, en soluciones galvanoplasticas, en celdas
primarias, como mordentes en tefido, y como catalizadores (Tomado de:

http://www.lenntech.es/periodica/elementos/cu.htm#ixzz1vLgUGABR).

La absorcién del Cobre es necesaria porque el éste es otro de los
elementos traza esenciales para el metabolismo. Las concentraciones promedio
de cobre para un adulto de 70 kg, son de 80 mg. Aunque los seres humanos
pueden manejar concentraciones de cobre proporcionalmente altas, las
concentraciones muy elevadas pueden también causar problemas de salud. La

exposicién durante largos periodos de tiempo al cobre pueden irritar la nariz, la
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boca, los ojos y causar dolor de cabeza, de estbmago, mareos, vomitos y diarreas.
Una ingesta de grandes cantidades de cobre puede causar dafio al higado y los
rifiones e incluso la muerte (Tomado de:

http://www.lenntech.es/periodica/elementos/cu.htm#ixzz1vLgUGABR).

1.5.4 Estroncio

El simbolo quimico del estroncio es Sr, su nimero atomico 38 y tiene un
peso atomico de 87.62. El estroncio es el menos abundante de los metales
alcalinotérreos, puesto que la corteza de terrestre contiene solo 0.042% de
estroncio (Tomado de:

http://www.lenntech.es/periodica/elementos/sr.htm#ixzz1vLrNvBNN).

Los compuestos con estroncio solubles en agua constituyen una amenaza
mayor para la salud que los compuestos insolubles en agua. Las personas pueden
estar expuestas a pequefios niveles de estroncio radiactivo por respirar aire o
polvo, por alimentos, o agua, o por contacto con el suelo que contiene este
elemento. Las concentraciones elevadas de estroncio en los alimentos contribuyen
a que éste se acumule en el cuerpo. Los productos comestibles que contienen
altas concentraciones de estroncio son los cereales, los vegetales de hojas y los
productos lacteos (Tomado de:

http://www.lenntech.es/periodica/elementos/sr.htm#ixzz1vLrNvBNN).

Cuando el Estroncio es tomado en alta concentracibn puede causar

problema en el desarrollo de huesos, pero este efecto sélo ocurre cuando el
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Estroncio es tomado en concentracion de miles de ppm (Tomado de:

http://www.lenntech.es/periodica/elementos/sr.htm#ixzz1vLrNvBNN).

1.5.5 Molibdeno.

El molibdeno (Mo) tiene el numero atémico 42 y un peso atémico de 95.94;
y es uno de los elementos de transicién. La mayor parte del molibdeno obtenido
proviene de minas donde su recuperacion es el objetivo primario de la operacion.
El restante se obtiene como un subproducto de ciertas operaciones del beneficio
del cobre. El molibdeno forma compuestos en los cuales puede presentar estados
de oxidacion: 0, 2+, 3+, 4+, 5+, 6+. No se ha observado como cation ionizable,
pero se conocen especies cationicas como el molibdenilo (Tomado

de: http://www.lenntech.es/periodica/elementos/mo.htm#ixzz1vL TLkbld).

Basado en experimentacion con animales, se ha propuesto que el
molibdeno y sus compuestos son altamente toxicos. Se ha reportado de alguna
evidencia de disfuncidbn hepatica con hiperbilirubinemia en trabajadores
cronicamente expuestos a una planta soviética de molibdeno y cobre. También
puede provocar dolores de la articulacion de las rodillas, manos, pies,
deformidades en las articulaciones, eritemas, y edema en las articulaciones

(Tomado de: http://www.lenntech.es/periodica/elementos/mo.htm#ixzz1vL TLKbld).

Como se mencioné anteriormente, el Mo es un metal esencial para los
microorganismos, en un adulto promedio las concentraciones necesarias de

molibdeno son menores a 20 mg. Este metal permite que se lleven a cabo algunas
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actividades metabolicas de ellos. Por ejemplo, para las cianobacterias el Mo es
esencial para la asimilacion biolégica de nitrdgeno inorganico. En un estudio
realizado en Arizona (Estados Unidos), se compararon los requerimientos de Mo
para la fijacion del N, en dos especies de cianobacterias heterocisticas
filamentosas (HC) para probar la hipotesis que las HC costeras requieren mayores
concentraciones de Mo que las HC de aguas dulces para llevar a cabo la fijacion
del N. Este ejemplo muestra la dependiente co-limitaciébn bioquimica que puede
presentarse en el metabolismo de los microorganismos, ya que se requiere de Mo

para que se pueda fijar el N (Glass y col., 2010).

En el presente trabajo se realizo la evaluacion del fenotipo de resistencia a
sales de Bario, Cobalto, Cobre, Estroncio y Molibdeno de 50 aislados de E. coli, de
pacientes con infecciones del tracto urinario (ITU), y la capacidad que éstos tienen

de transferir dichos genes de resistencia mediante procesos de conjugacion.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Estudios a nivel internacional.

Han sido pocos los estudios a nivel mundial relacionados con infecciones
urinarias generadas por bacterias en cuanto a su aislamiento, identificacion,
causas Yy resistencia ante los agentes antimicrobianos como antibiéticos,
detergentes, metales pesados, etc. El estudio de diversos microorganismos que
realizan procesos de biorremediacion, ha sido un tema de interés a nivel mundial,
debido a su gran importancia para la recuperacion de metales valiosos en la
industria, o limpieza de aquellas areas contaminadas por metales téxicos. A
continuacion se recopila una serie de trabajos de relevancia que estan

relacionados con este tema.

En el afio 1978, se realiz0 un estudio acerca de la resistencia a metales
pesados y antibiéticos en sedimentos de New York Bight, en zonas donde se
desechan residuos toxicos de industrias y basura, de zonas intermedias y de
zonas alejadas de los puntos de desechos. Los autores reportan que en estas
areas se presentaban grandes poblaciones de Bacillus sp. y ensayaron la
resistencia para mercurio (Hg) y ampicilina. Las poblaciones mas resistentes a
este metal pesado fueron las cepas que se aislaron de la zona que contenia
mayor cantidad de desechos téxicos, sugiriendo que la contaminacion con metales
pesados en las zonas de desechos ejercen una presion selectiva, provocando la
seleccibn de los microorganismos que presentan plasmidos que codifican

resistencia a diversos agentes (Timoney y col., 1978).
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En 1990 Ishibashi y colaboradores estudiaron la reduccién del cromo
hexavalente (cromato) a una forma menos téxica del cromo, la forma trivalente,
usando Pseudomonas putida. La reduccion del cromato a una forma menos tdxica
representa un uso potencial en procesos de biorremediacién. En esta
investigacion se caracteriza la actividad de la cromato reductasa en una fraccién
de una proteina soluble de una cepa de Pseudomonas putida, reportando que la
reduccién del cromato requiere ya sea NADH o NADPH para tener una actividad

méaxima (Ishibashi y col., 1990).

En el afo 2003, Paniagua y colaboradores determinan en 150 cepas
clinicas de Staphylococcus aureus, la resistencia a antibioticos y metales pesados.
La CMI de plomo mostr6 una distribucion bimodal con 2.6% de cepas
medianamente sensibles (CMI = 200 pg/mL) y 97.4% de cepas resistentes (CMI
=800-3200 pg/mL). Todas las cepas fueron sensibles a cromato (CMI = 375
pg/mL) y resistentes a mercurio (CMI > 20 pg/mL) y a cadmio (CMI > 50 pg/mL). El
26% de las cepas fue sensible a arsenato (CMI = 200-400 pg/mL) y el 74%
resistente (CMI = 800-1600 pg/mL). Los resultados obtenidos en este estudio
ponen de manifiesto la elevada resistencia de las cepas de Staphylococcus aureus
a la contaminacion ambiental por metales pesados, que actia como factor de

seleccién para el fenotipo de resistencia (Paniagua y col., 2003)

En el 2007, Chavez y colaboradores reportan la resistencia a metales
pesados en 48 cepas de E. coli de pacientes adultos. Todas presentaron
resistencia a dos concentraciones probadas (1000 ppm y 2000 ppm) de metales

pesados (Fe, Co, Mo, Pb, Ni, Cu, Hg y V) (Chavezy col., 2007).
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Pages y colaboradores, en el aflo 2008 reportan que S. maltophilia fue
capaz de crecer en presencia de diversos metales pesados como: Cd, Pb, Co, Zn,
Hg, Ag, selenito, telurito y uranil, a concentraciones que variaban entre 0.1 y 50
mM, en medio TSB suplementado con las diferentes concentraciones de los
metales. Ademas, S. maltophilia también presenté resistencia ante diversos
antibiéticos como kanamicina, gentamicina, tetraciclina y acido nalidixico. Los
autores reportan que ademas de la alta tolerancia a antimicrobianos, este
microorganismo ha desarrollado por lo menos dos mecanismos diferentes de

combatir su toxicidad (Pages y col., 2008).

Cortés y Fernandez, en el 2009, reportan el aislamiento de
microorganismos acumuladores de metales pesados, como el arsénico, cadmio,
cobalto, cobre, cromo, mercurio, molibdeno, plata, plomo, selenio y zinc. Las
muestras utilizadas provenian de una mina de la cual se aislaron 3 cepas, capaces
de resistir a concentraciones que oscilaron entre 0,5 y 10 mM de sales de los

metales pesados ensayados (Cortés y Fernandez, 2009).

En el 2010, se publica un trabajo sobre la biosorcion de cromo, arsénico y
plomo de soluciones acuosas por cultivos bacterianos en suspension, con las
siguientes especies bacterianas: Pseudomonas putida, Pseudomonas mendocina,
Chromobacterium violaceum y Burkholderia ceapacia. Las cepas resultaron
resistentes a concentraciones elevadas de cromo, arsénico y plomo, y muchas de
las cepas lo pueden acumular en concentraciones hasta de 90 ppm (Mendoza-

Hernandez y col., 2010).
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2.2 Estudios a nivel nacional.

En nuestro pais, al igual que en el resto del mundo, ha habido un
incremento en los reportes de bacterias resistentes a distintos agentes
antimicrobianos en clinicas y hospitales. Sin embargo, los estudios en Venezuela
relacionados con la resistencia a metales pesados de bacterias aisladas de
infecciones, son escasos. A continuaciébn se mencionan algunos de los trabajos

mas relevantes en los ultimos afos sobre este tema.

En el aflo 2002, Villarroel y colaboradores publican un estudio sobre la
sensibilidad antimicrobiana de 538 cepas de E. coli identificadas en pacientes con
infecciones urinarias atendidos en el Hospital Universitario de Caracas, en el
periodo de enero hasta septiembre del afio 2001. Los resultados de las pruebas
de susceptibilidad dieron que el 100% de las cepas no pudieron crecer en
imipenem, un 96% en cefotaxima, un 95% en cefepima, un 94% en gentamicina,
un 93% en cefixima y un 47% en trimetoprim/sulfametoxazol (TMP-SMX). Con
estos resultados, concluyen que la sensibilidad de la bacteria a imipenem
demuestra la utilidad de este antibidtico en presencia de alguna ITU, y recuerdan
lo importante que es mantener estudios de vigilancia de la sensibilidad y
resistencia bacteriana a diversos agentes antimicrobianos debido a las variaciones

gue pueden ocurrir a través del tiempo (Villarroel y col, 2002).

Alonso y colaboradores publican un trabajo en 2008, acerca de la
caracterizacion de plasmidos de resistencia a antibidticos en aislados

nosocomiales del Hospital Universitario de Caracas, en el cual se reporta que en
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el contenido plasmidico se encontraban moléculas de tamafios variados. En el
trabajo se reporta que un grupo bien definido de los pladsmidos identificados, es
responsable de la diseminacién de un gran conjunto de genes de resistencia a
distintos antimicrobianos (antibiéticos, metales pesados, factores de virulencia,
etc.), llegando a la conclusion que el abuso de algunos antibidticos ha sido la
causa principal de seleccién de bacterias que presenten resistencia ante ellos, y
se tiene que dichos plasmidos conjugativos, son candidatos ideales para explicar
la multirresistencia de las bacterias a distintos antibioticos de uso cotidiano en los

ambientes hospitalarios (Alonso y col., 2008).

Bracho y colaboradores reportan un trabajo acerca de la ocurrencia de
resistencia a metales pesados, tales como mercurio, cromo, cadmio y niquel, en
cepas de E. coli aisladas de muestras de agua de varias playas del pais. De las
cepas analizadas, todas fueron resistentes a la concentracion mas alta ensayada
para niquel y cadmio (1000 pg/ml), y para mercurio y cromo se obtuvo un
porcentaje de resistencia de 29,78% y 40,42% respectivamente, para esta misma
concentracion. Los autores llegaron a la conclusién que la resistencia de estas
cepas a niveles elevados de los compuestos ensayados, podrian ser ideales para
ser utilizadas en procesos de biorremediacidon de ambientes contaminados por

estos compuestos (Bracho y col., 2005a).

Otro trabajo, de los mismos investigadores, fue el de una evaluacion de
resistencia de E. coli a los mismos cuatro metales evaluados en las aguas
recreacionales, pero esta vez con muestras aisladas de agua potable. Se obtuvo

gue para la mayor concentracion ensayada (1000 mg/ml), el 100% de las cepas de
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E. coli aisladas fue resistente al niquel; un 85% tanto en el caso del cadmio como
el del cromo y un 75% de cepas resistentes al mercurio. Se hall6 que las
concentraciones minimas inhibitorias de crecimiento estaban comprendidas entre

los rangos de los 200 y 1000 mg/L (Bracho y col, 2005b).

En el 2002, en el laboratorio de Biologia de Plasmidos se estudiaron
determinantes de la resistencia de metales pesados, tales como Bario, Cobre,
Mercurio, Cobalto, Cadmio, Vanadio, Zinc, Estroncio, Molibdeno, etc. Utilizando
medio rico LB suplementado con diversas concentraciones de las sales de
metales pesados, se determinaron las CMI de las cepas analizadas para 12 de las
16 sales ensayadas, incluyendo cobalto y cobre. El autor reporta que la CMI para
CoCl; fue de 2,5 mM, y para CuSO, fue de 3,6 mM. Para las sales que contenian
Ba, Sry Mo no se pudo determinar las CMI, indicando que la cantidad de las sales
gue debia utilizar para ensayar concentraciones mas elevadas era excesiva (Tabla

) (Bruzual, 2002).
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Tabla I. Tabla que muestra los resultados de ensayos fenotipicos de
resistencia a metales pesados en medio sélido LB.

E. coli (J53-J62)

Metal (mM) Otros géneros (mM)
Cadmio (CdCly) 2,5 0,5-1,25
Cobalto (CoCly) 2,5 1-2,25

Plomo (Pb(NOy)s3) 9 2-35
Mercurio (HgCly) 3 1-3
Cobre (CuSOy) 3,6 2-6
Niquel (NiSO.) 3 0,75-2,2
Telurito (K, TO3) 0,04 --
Bario (BaCly) 200 (NI) --
Vanadio (V0SO,) 5 --
Molibdeno (MoO,) 80 (NI) --
Tungsteno (NaWs,) 80 (NI) --
Estroncio (SrCO3) 40 (NI) --
Cromo (NaCrOy) 5 --
Selenio (Na,SeOy) 120 1-5
Arsenito (Na,ArSO,) 2 --

Resistencias encontradas en las cepas de referencia de E. coli y resistencia reportadas
para otros géneros bacterianos. “NI” indica que no se encontré inhibicion de las cepas
de referencia. Ensayo realizado en LB solido (Tomado de Bruzual, 2002).

En el 2007, Angiolillo reporta la caracterizacion de los plasmidos presentes en
cepas de Escherichia  coli uropatogénicas  con resistencia  a
trimetoprim/sulfametoxazol. En este trabajo se realizan los ensayos con
antibidticos con cepas aisladas de muestras de urocultivos de pacientes
ambulatorios, que presentaban ITU. Estas fueron caracterizadas e identificadas
mediante técnicas microbiolégicas, encontrando 50 cepas de E. coli. El autor
concluy6 que no parece existir relacion entre los distintos plasmidos encontrados
en las cepas causantes de ITU (Angiolillo, 2007). Estos aislados de E. coli no han

sido caracterizados para ningun otro fenotipo.
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3. JUSTIFICACION

Los estudios antes expuestos, demuestran en su gran mayoria, que tanto
en aguas contaminadas, como en las infecciones del tracto urinario, E. coli esta
presente, siendo la bacteria que causa con mayor frecuencia las ITU. Los
resultados reportados demuestran un incremento de la cantidad de bacterias con
resistencia ante diversos antimicrobianos, debido a la presion selectiva a la que

son sometidos constantemente.

Estos antecedentes también resaltan la importancia de identificar las
bacterias resistentes ante agentes antimicrobianos, que también son toxicos para

los humanos, como es el caso de los metales pesados.

Los genes que codifican proteinas que confieren resistencia hacia los
metales pesados, que presentan algunas bacterias, pueden ser diseminados a
través de los distintos procesos de transferencia horizontal de informacion
genética (conjugacion, transformacion, etc.), lo cual provoca un incremento del
namero de bacterias, ya sean de la misma especie o0 entre especies distintas, que

son capaces de sobrevivir en ambientes contaminados con metales pesados.

De esa manera, las bacterias resistentes se convierten en organismos que
potencialmente pueden ser usados en procesos de biorremediacion, debido a la
capacidad de transformar o de absorber estos compuestos, representando
grandes beneficios, tanto econdémicos, como ecolégicos y de salud, para las
personas que Se encuentran constantemente expuestas a estos agentes

contaminantes.
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En este trabajo se propone utilizar técnicas microbiologicas y genéticas
para la identificacion de aquellas cepas resistentes a distintas sales de metales
pesados, y evaluar la capacidad de transferencia de los genes que le confieren
dicha resistencia. Se evaluara la resistencia ante sales de cinco metales pesados:
Bario (Ba), Cobalto (Co), Cobre (Cu), Estroncio (Sr) y Molibdeno (Mo), en aislados
obtenidos a partir de pacientes con ITU. La elecciébn de estos cinco metales
pesados, se debe a que estan comunmente presentes en ambientes hospitalarios

y clinicos.
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4. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
e Determinar el fenotipo de resistencia a sales de metales pesados en cepas
de Escherichia coli aisladas de pacientes de la comunidad con infecciones
en el tracto urinario (ITU), y caracterizar la capacidad de transmisibilidad de

los determinantes de resistencia detectados.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Determinar el fenotipo bacteriano de resistencia a sales de Bario, Cobalto,

Cobre, Estroncio y Molibdeno.

2.- Determinar las concentraciones minimas inhibitorias de los metales en los

aislados bacterianos que presentaron alguna(s) resistencia(s).

3.- Determinar la capacidad de transferencia de los determinantes de resistencia a

las sales de los metales pesados analizados.

4.- Evaluar fenotipicamente si ocurre la cotransferencia de diversos marcadores.
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6. MATERIALES Y METODOS

- Cultivo de las bacterias aisladas de pacientes con infecciones

urinarias

Se utilizaron 50 aislados para realizar el trabajo, los cuales se encuentran
almacenados en el Laboratorio de Biologia de Plasmidos del Instituto de Biologia
Experimental. Estos, previamente identificados como Escherichia coli, fueron
aislados de pacientes que acudieron a consulta en el Centro Médico Docente La
Trinidad (CMDLT), con infecciones en el tracto urinario, en el periodo
correspondiente a los meses de mayo a junio del 2006. Como control para los
experimentos realizados, se utilizo la cepa de E. coli K12 J62-2 numero 131, del
Centro Venezolano de Colecciones de Microorganismos (CVCM), de genotipo F,

RIFR, his’, lac’, pro’, tri.

Todos los aislados utilizados en este trabajo fueron previamente
caracterizado por Angiolillo en el 2007, para algunos marcadores de resistencia

ante antibidticos. En la tabla Il se muestran los resultados.
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Tabla Il. Porcentajes de resistencia de los 50 aislados de pacientes ambulatorios con
ITU.

0% R | 92% R | 4% R | 52% R | 54% R | 200 R | 92% R | 90% R | 92% R | 94% R

R= Resistencia. AMK= Amikacina, AMP= Ampicilina, SAM= Ampicilina/Sulbactam, CEP=
Cefalotina, CIP= Ciprofloxacina, GEN= Gentamicina, NIT= Nitrofurantoina, PIP= Piperacilina, TZP=
Piperacilina/Tazobactam, SXT= Trimetoprim/Sulfametoxazol.

- Preparacion de los medios de cultivo suplementados con diversas

concentraciones de sales de metales pesados

Se utilizé el medio Luria-Bertani o LB, un medio rico, sélido que contiene
por litro de agua destilada: 10g de triptona, 5g de extracto de levadura; 5g de
cloruro de sodio, el cual aportd la fuente de sales inorganicas; y 15g de agar
(Coello y col., 2003). Los medios fueron esterilizados utilizando un autoclave a 15

Ib, a 121°C por 15 minutos.

Se prepararon medios de cultivo suplementados con rifampicina y

ampicilina, con la finalidad de verificar el fenotipo de las cepas.

- Evaluacién fenotipica de los aislados de E. coli utilizadas

Se prepar6 un medio de cultivo adecuado para el crecimiento de las células
suplementados con las siguientes sales: BaCl, (Cloruro de Bario), CuSO, (Sulfato

de Cobre), CoCl;, (Cloruro de Cobalto), SrCl, (Cloruro de Estroncio) y Na,MoO,
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(Molibdato de Sodio) (Figura 5). Todas estas se prepararon en una solucion madre

a una concentracion de 1M, a excepcion de SrCl; la cual fue de 0,5 mM, con pH 7.

Para preparar las placas de medio LB suplementadas con las sales de
metales pesados a distintas concentraciones finales, se utilizé la férmula (1), de

acuerdo al volumen que se deseaba preparar (Figura 6).

C1V1 = C2V2 (1)

-G ] 3
o i f.coclil __l::- |

+

Figura 5.- Stock de las sales de metales pesados utilizados para los
experimentos.

Figura 6.- Ejemplos de placas con medio LB suplementadas con sales de
metales pesados. A: Placas de medio LB suplementadas con CoCl, 2mM. B:
Placas de medio LB suplementadas con CuSO,.
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- Conjugacion bacteriana

Se sembrd por agotamiento una alicuota de las cepas de interés (tanto

donante como receptora) y se incubaron por 24 horas a 37 °C.

Pasado el tiempo, se tomé una colonia y se inocularon tubos con 2 mL de
caldo LB por separado, se colocaron en un rotor a una temperatura de 37°C
durante toda la noche para su crecimiento. Al dia siguiente, se tomaron 0,2 mL de
cada una de las cepas y se colocaron en értulas conteniendo 9,8 mL de caldo LB,
estas fueron colocadas en agitacion a 37°C hasta que la cepa donante alcanzé 80
UK, y la cepa receptora llegd a 60 UK (aproximadamente 1x10%® y 7,5x10’

células/ml, respectivamente).

Al alcanzar las UK correspondientes, se preparar0 la mezcla de
conjugacion; tomando 0,1 mL de la cepa donante, y 0,4 mL de la cepa receptora
en un tubo eppendorf estéril, junto con 0,5 mL de caldo LB. Luego ésta mezcla de

conjugacion se incub6 a 37°C por 24 horas.

Simultaneamente, se realizaron diluciones seriadas de las cepas, con la
finalidad de calcular el titulo de cada una. Las diluciones fueron sembradas segun

el patrén mostrado en la figura 7.
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Figura 7.- Patron de las siembras en las placas de Petri, de las distintas
diluciones y determinacion de los titulos.

Al finalizar el tiempo de incubacion, se realizaron diluciones seriadas de las
mezclas de conjugacion, para sembrar las transconjugantes en medio LB
suplementado con RIF y las concentraciones de sales de metales pesados a los
gue el crecimiento de la cepa control fue inhibido, y éstas luego fueron incubadas
a 37°C por 24 horas. Las diluciones de las mezclas de conjugacion fueron

sembradas segun el patron mostrado en la figura 8.

Figura 8.- Patron de las siembras en las placas de Petri, de las distintas
diluciones de las mezclas de conjugacion.
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Frecuencia de transferencia en la conjugacion.

El titulo se calcul6 como indica la férmula (2).

UFC x Dilucién
Titulo = {2)

Volumen de siembra

La frecuencia de transferencia se calcul6 mediante la formula (3).

Frecuenciade  Titulo transconjugante {3)
conjugacion =

Titulo donante

- Pruebas de cotransferencia de diversos marcadores

Las transconjugantes que fueron obtenidas, se sembraron en medio con agar
LB suplementado con las sales de metales pesados a las concentraciones para la
cual se vi6 inhibido el crecimiento de la cepa receptora utilizada para el proceso de
conjugacion, E. coli J62-2. En este caso con las sales que contenian Co y Cu. Se
suplementaron placas de medio LB con CoCl, 2mM, CoSO,4 5 mM y Rifampicina.

Luego de sembrar las transconjugantes, éstos se incubaron a 37°C por 24 h.
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7. Resultados

7.1. Determinacion de la resistencia hacia distintos antimicrobianos

Con la finalidad de evaluar la capacidad de algunas bacterias de presentar el
fenotipo de resistencia a determinadas sales de metales toxicos, en este estudio
se realizaron pruebas con 50 aislados bacterianos obtenidos a partir de muestras
de pacientes ambulatorios que presentaban infecciones en el tracto urinario. Con
la finalidad de realizar estos ensayos fue necesario ratificar los fenotipos de los
aislados previamente, mediante pruebas en medio LB suplementado con

antibiotico, entre otros medios.

En el 2007, Angiolillo, en su T.E.G., determiné el perfil de resistencia ante
distintos antibioticos, de los 50 aislados de E. coli causantes de I.T.U. utilizados en
el presente trabajo. El autor seleccion6 que el 100% presentaron resistencia a
SXT, y en esa poblacion determind que un 90% presento resistencia a AMP, 86%
a PIP,y 74% a CEP. Para otros antibioticos se presentaron valores de resistencia
intermedios o0 bajos como 54% de resistencia a CIP, 24% a GEN, 14% a SAM, 8%
de resistencia tanto a NIT como a TYP y un 2% de resistencia a AMK. Los
resultados de este autor se resumen en la tabla Il en la seccion de materiales y

métodos.

Angiolillo también determind que el 100% de éstos aislados presentaron
sensibilidad a Rifampicina. Para verificar el fenotipo de los aislados se realizaron
pruebas con medio LB suplementado con RIF, y LB suplementado con AMP. Los

ensayos mostraron que efectivamente de los 50 aislados el 90% present6
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resistencia ante la AMP y a su vez el 100% de ellos fue sensible a RIF. En la tabla

[l se muestran los resultados de dichas pruebas.

Tabla Ill. Verificacion del perfil de resistencia a Ampicilina y a Rifampicina de los
aislados bacterianos analizados.

Aislado LB AMP RIF Aislado LB AMP RIF
3113 + + - 3992 + + -
3166 + + - 4068 + + -
3171 + - - 4086 + + -
3203 + + - 4144 + + -
3213 + + - 4259 + + -
3280 + + - 4271 + + -
3324 + + - 4282 + + -
3372 + + - 4315 + + -
3373 + + - 4340 + + -
3438 + + - 4375 + + -
3456 + + - 4388 + + -
3569 + + - 4454 + + -
3574 + + - 4549 + - -
3611 + + - 4553 + + -
3663 + - - 4569 + + -
3719 + - - 4570 + - -
3741 + + - 4617 + + -
3742 + + - 4638 + + -
3757 + + - 4662 + + -
3792 + + - 4688 + + -
3799 + + - 4689 + + -
3844 + + - 4715 + + -
3875 + + - 4729 + + -
3920 + + - 4739 + + -
3979 + + - 4741 + + -
+=Crecimiento  -=No crecimiento. LB: Luria-Bertani. AMP: Ampicilina. RIF: Rifampicina. Los

aislados se encuentran identificados con nimeros, y se ubican en la primera y cuarta columna.

Se debe destacar que la cepa control utilizada para todos los experimentos,

E. coli J62-2, presento sensibilidad ante AMP y resistencia a RIF.
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7.2. Determinacion de la resistencia de las distintas sales de metales pesados.

Una vez recuperados los aislados bacterianos objeto de estudio, y
ratificados todos los fenotipos requeridos, se procedio a determinar los porcentajes

de cepas que presentan resistencia a diversas sales de metales pesados.

Se realizaron ensayos fenotipicos de concentraciones variadas de 5 sales:
Cloruro de bario, cloruro de cobalto, sulfato de cobre, cloruro de estroncio y
molibdato de sodio. Todas las sales fueron preparadas con agua MiliQ. En
algunos casos (cloruro de bario y molibdato de sodio) fue necesario calentar la
solucion con el agua para su completa disolucion. Se prepararon stock de 1M, y
solo en el caso de cloruro de estroncio la solucion madre fue preparada a 0,5 M. A

continuacion se muestran los resultados obtenidos para cada una de éstas sales.

7.2.1. Bario

Para los ensayos de fenotipo de resistencia con cloruro de bario, las cepas
fueron sembradas en medio LB suplementado con distintas concentraciones de
ésta sal. De las concentraciones ensayadas con cloruro de bario, se encontré que
los 50 aislados presentaron un 100% de crecimiento ante la concentracion mas

alta (500 mM). En la tabla IV se muestran los resultados.

Tabla IV. Resultados obtenidos en los ensayos a los 50 aislados, con distintas
concentraciones de cloruro de bario.
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Cloruro de Bario

10 15 20 25 250 500
(mM) (mM) (mM) (mM) (mM) (mM)

Aislado

3113
3166

3171

3203
3213

3280
3324

3372

3373

3438

3456

3569

3574

3611

3663
3719

3741
3742
3757
3792

3799

3844
3875

3920
3979

3992

4068

4086

4144
4259

4271

4282

4315

4340
4375

4388

4454

4549

4553

4569
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4570 + + + + + +
4617 + + + + + +
4638 + + + + + +
4662 + + + + + +
4688 + + + + + +
4689 + + + + + +
4715 + + + + + +
4729 + + + + + +
4739 + + + + + +
4741 + + + + + +

+=Crecimiento

En la figura 9, se muestra el resumen de los resultados obtenidos en las
pruebas fenotipicas de resistencia a diversas concentraciones de cloruro de bario.
Los resultados demostraron que el 100% de los aislados y la cepa control (E. coli
J62-2), presentaron capacidad de crecimiento a todas las concentraciones

ensayadas.

Cloruro de Bario

100 +
90
80
70
60
50
40
30
20
10

0 -
10 15 20 25 250 500

Concentracion del BaCl2 (mM)

Porcentaje de crecimiento de
aislados/cepa (%)

Figura 9.- Resultados obtenidos en los ensayos de fenotipo de los 50 aislados y la
cepa control, a diversas concentraciones de cloruro de bario.

7.2.2. Cobalto
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Para los analisis con cloruro de cobalto, se sembraron placas que contenian
medio LB suplementado con diversas concentraciones de ésta sal de metal

pesado.

En los ensayos fenotipicos de resistencia con diversas concentraciones de
cloruro de cobalto, los resultados demostraron que un 24% de los aislados
ensayados presentaron resistencia a una concentracion 2 mM. De los 50
aislados, 12 presentaron resistencia a ésta concentracion, mientras que los 38
restantes presentaron sensibilidad (tabla V). Cabe destacar que con una

concentracion 2 mM CoCl; la cepa control no fue capaz de crecer.

Tabla V. Resultados obtenidos en los ensayos fenotipicos de los 50
aislados y la cepa control, a diversas concentraciones de cloruro de cobalto.

Aislado/  Cloruro de cobalto  Aislado/  Cloruro de cobalto
Cepa 1(mM) 2 (mM) Cepa 1(mM) 2 (mM)

J62-2 + - 4068 + -
3113 + - 4086 + -
3166 + - 4144 + -
3171 + + 4259 + -
3203 + - 4271 + +
3280 + - 4282 + +
3324 + - 4315 + -
3372 + - 4340 + +
3373 + - 4375 + -
3438 + - 4388 + -
3456 + - 4454 + -
3569 + - 4549 + -
3574 + + 4553 + -
3611 + - 4569 + -
3663 + + 4570 + +
3719 + + 4617 + +
3741 + + 4638 + -
3757 + - 4662 + -
3792 + - 4688 + -
3799 + - 4689 + -
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3844 + - 4715 + +
3875 + - 4729 + +
3920 + - 4739 + -
3979 + - 4741 + -
3992 + -

+=Crecimiento. -= No crecimiento.

En la figura 10 se muestra de forma grafica los resultados de la tabla V, con el
porcentaje de aislados que presentaron resistencia a las concentraciones de
cloruro de cobalto ensayadas. El 24 % de los aislados present6 resistencia a
CoCl, cuando se encuentra a una concentracion de 2 mM, la mayor
concentracion que fue ensayada y a la cual la cepa control es sensible de acuerdo

a los resultados obtenidos, siendo incapaz de crecer.

Cloruro de Cobalto

s
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o 40 -
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Concentracién de CoCl, (mM)

Figura 10.- Porcentaje de aislados resistentes a las concentraciones de CoCl,
ensayadas.

7.2.3. Cobre

Los resultados de crecimiento bacteriano en presencia de diferentes
concentraciones ensayadas con sulfato de cobre se muestran en la tabla VI.

Segun los resultados obtenidos se puede observar que 23 (46%) de los 50
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aislados fue capaz de crecer a la mayor concentracion ensayada en este trabajo

(5 mM).

Tabla VI. Resultados obtenidos al realizar ensayos a los 50 aislados con
concentraciones variadas de sulfato de cobre.

Aislado/ Cepa

Sulfato de Cobre

1(mM) 2(mM) 3 (mM) 4 (mM) 5 (mM)

J62-2
3113
3166
3171
3203
3280
3324
3372
3373
3438
3456
3569
3574
3611
3663
3719
3741
3757
3792
3799
3844
3875
3920
3979
3992
4068
4086
4144
4259
4271
4282
4315
4340
4375

+

+ + + 4+ ++ 4+ ++++ A+ A+ o+

+

+ + + 4+ +++++++F A+ o+

+

+ + + 4+ ++++++ A+ A+ o+

+

+ + + 4+ ++++++ A+ A+ o+

4+

+ +
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4388
4454
4549
4553
4569
4570
4617
4638
4662
4688
4689
4715
4729
4739

4741 +
+=Crecimiento. -=No crecimiento.

+ + +

+ + + + + 4+ + + 4+ + ++ ++

+ + + 4+ + + + + 4+ +++++

+ + + 4+ + + + + 4+ ++++

+ + + 4+ + + + + 4+ ++++
+ + + + + o+ o+

En la figura 11 se muestra en forma gréfica los valores obtenidos para los
porcentajes de aislados que fueron resistentes a las concentraciones de sulfato
de cobre utilizadas en este trabajo. Los valores nos permiten concluir que un
46% de los aislados presento resistencia a la mayor concentracién del metal

pesado empleada, siendo entonces 5 mM de CuSO4 la CMI para E. coli.

Sulfato de Cobre

100 l I I I_i
1 2 3 4 5

Concentracién de CuSO, (mM)

(o)
o
I

IS
o
1

resistentes (%)
(o))
o

Porcentaje de aislados
N
o

o

Figura 11.- Porcentajes de aislados que presentaron resistencia a las distintas
concentraciones de CuSO, ensayadas.

7.2.4. Estroncio

45



Para los ensayos fenotipicos con cloruro de estroncio, se suplemento medio

rico LB con diversas concentraciones de la sal. Los resultados demuestran que los

50 aislados presentaron capacidad de crecer a todas las concentraciones

ensayadas (Tabla VII).

Tabla VII. Resultados de los ensayos fenotipicos de diversas concentraciones

de cloruro de estroncio.

Aislado/
Cepa

Cloruro de Estroncio

10
(mM)

15
(mM)

20
(mM)

25
(mM)

50
(mM)

100
(mM)

J62-2
3113
3166
3171
3203
3213
3280
3324
3372
3373
3438
3456
3569
3574
3611
3663
3719
3741
3742
3757
3792
3799
3844
3875
3920
3979
3992
4068
4086

+ + ++ +++ +++++++ A+ 4+

+ + + 4+ + 4+ + ++++ A+ A+ A+ 4+

+ + ++ +++++++F A+ 4+

+ + ++ ++++ A+ A+ A+ 4+

+ + + + ++++ A+ A+ F A+ 4+

++++++++ A+ A+ F A+t
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4144
4259
4271
4282
4315
4340
4375
4388
4454
4549
4553
4569
4570
4617
4638
4662
4688
4689
4715
4729
4739
4741

+ + 4+ 4+ +++ ++++++ A+ A+ A+ ++

+

+ + + + + 4+ +++ A+ ++

+ + + + + 4+ ++ A+ A+

+ + + + + 4+ ++ A+ A+

+ + + + + 4+ A+ A+

++ + +++++++ A+ A+ A+ o+

+=Crecimiento. -=No crecimiento.

En la figura 12 se representa graficamente los resultados obtenidos en los

ensayos con cloruro de estroncio, mostrando que el 100 % de los aislados

presentd capacidad de crecimiento a todas las concentraciones ensayadas con

ésta sal.
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Porcentaje de crecimiento de
aislados/cepa (%)

Figura 12.- Porcentajes de aislados resistentes a las concentraciones de cloruro
de estroncio ensayadas.

7.2.5. Molibdeno
Para realizar las pruebas de fenotipo con molibdato de sodio, se utilizé

medio LB suplementado con las distintas concentraciones de la sal.

Al realizar las pruebas fenotipicas con molibdato de sodio se obtuvo que los
50 aislados presentaron capacidad de crecimiento hasta la mayor concentracion

ensayada. En la tabla VIII se muestran los resultados.

Tabla VIII. Resultados de las pruebas de fenotipo realizadas a los aislados
utilizando molibdato de sodio.

Molibdato de Sodio

Aislado/Cepa 10(mM) 20(mM) 100(mM) 200(mM) 300(mM) 350(mM)
162-2 ¥ + + + + *
3113 + + + + + *
3166 + + + + * *
3171 + + + + + *
3203 + + + + * *
3213 + + + + * *
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3280
3324

3372

3373

3438

3456

3569

3574

3611

3663
3719

3741

3757

3792

3799
3844
3875

3920

3955
3979

3992

4068

4086

4144
4269

4271

4282

4315

4340
4375

4388

4454

4549

4553

4569

4570

4617

4638

4662

4688

4689

4715
Crecimiento

+=
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En la figura 13 se representan los resultados de las pruebas fenotipicas
obtenidos para molibdato de sodio. ElI 100 % de los aislados present6 capacidad

de crecimiento hasta la concentracion mas alta ensayada con la sal.

Molibdato de Sodio

100 -+
90
80
70
60
50
40
30
20
10

0
10 20 100 200 300 350

Concentracién de Na,MoO, (mM)

Porcentaje de crecimiento de aislados/cepa
(%)

Figura 13.- Porcentaje de aislados resistentes a las diversas concentraciones
de molibdato de sodio.

7.2.6 Resultados globales de los resultados obtenidos en las pruebas de

resistencia a diversas sales de metales pesados.

De todos los resultados obtenidos de los ensayos fenotipicos de sensibilidad a
diversas sales de metales pesados, se pueden resumir los valores presentados en
la tabla IX. Las sales para las cuales se obtuvo la CMI en las condiciones
ensayadas y se observd crecimiento de algunos aislados bacterianos a
concentraciones mayores a la CMI, fueron cloruro de cobalto y sulfato de cobre, 2

mM y 5 mM respectivamente.
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Tabla IX. Resumen de los resultados de las pruebas fenotipicas de los 50
aislados.

S Concentracion % Aislados % Aislados
al A . o
(mM) con crecimiento sin crecimiento
Cloruro de Bario 10 100 0
15 100 0
20 100 0
25 100 0
250 100 0
500 100 0
Cloruro de Cobalto 1 100 0
2 24 76
Sulfato de Cobre 1 100 0
2 100 0
3 100 0
4 100 0
5 46 54
Cloruro de Estroncio 10 100 0
15 100 0
20 100 0
25 100 0
50 100 0
100 100 0
Molibdato de Sodio 10 100 0
20 100 0
100 100 0
200 100 0
300 100 0
350 100 0

En azul se muestran los porcentajes de aislados con crecimiento diferentes de 100%. En rojo se muestran los
porcentajes de aislados sin crecimiento distintos a 0.

En la figura 14 se muestran los porcentajes de los aislados que presentaron
crecimiento a la mayor concentracion de las sales ensayadas. La mayor
concentracion de cloruro de bario: 500 mM, cloruro de cobalto: 2 mM, sulfato de

cobre: 5 mM, cloruro de estroncio: 100 mM y molibdato de sodio: 350 mM.

51



Metales pesados

100 +
90 -
80 -
70 A
60 -
50 A
40 -
30 A
20 A
10 -

ensayada (%)

Porcentaje de crecimiento a la mayor concentracion
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Figura 14.- Resultados de las pruebas fenotipicas realizadas para los 50
aislados, de la concentracion mas alta ensayada para cada sal.

Los resultados obtenidos en los ensayos fenotipicos demostraron que con
Cloruro de bario BaCl,, Cloruro de estroncio (SrCl;) y Molibdato de sodio
(NazMoQy), no se alcanzo la CMI. No se ensayaron valores mayores debido a que
las concentraciones utilizadas ya eran altas y el volumen a agregar al medio de
cultivo era excesivo. Este problema no pudo solucionarse puesto que no era
posible preparar un stock mas concentrado debido a la solubilidad de las sales.
Entre los 50 aislados, 6 (12%) presentaron resistencia tanto a cloruro de cobalto,
como a sulfato de cobre. Estos aislados fueron: 4721, 4282, 4570, 4617, 4715 y
4729. En la tabla X se muestran los resultados de fenotipo de resistencia ante

cloruro de cobalto 2 mM y sulfato de cobre 5 mM.
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Para Cloruro de cobalto (CoCl,) y Sulfato de cobre (CuSO,) si fue posible
determinar las CMI, por lo que entonces se procedié a desarrollar los siguientes
objetivos siguientes en base a estos fenotipos. Para alcanzar dichos objetivos se
realizaron experimentos de conjugacioén, utilizando cloruro de cobalto y sulfato de
cobre en el medio de seleccion de transconjugantes y se utilizd6 como cepa

receptora a E. coli J62-2.

Tabla X.- Fenotipo de resistencia de los 50 aislados a cloruro de cobalto 2 mM
y sulfato de cobre 5 mM.

_ Cloruro de Sulfato de _ Cloruro de Sulfato de
Aislado  Cobalto (2 0 "oy Aislado Cobalto 2 o ey
mM) 0 mM)
3113 S R 3992 S S
3166 S S 4068 S S
3171 R S 4086 S S
3203 S R 4144 S R
3213 S S 4259 S S
3280 S S 4271 R R
3324 S S 4282 R R
3372 S R 4315 S S
3373 S R 4340 R S
3438 S S 4375 S S
3456 S S 4388 S S
3569 S R 4454 S R
3574 R S 4549 S R
3611 S R 4553 S R
3663 R S 4569 S S
3719 R S 4570 R R
3741 R S 4617 R R
3742 S S 4638 S S
3757 S R 4662 S S
3792 S R 4688 S R
3799 S R 4689 S R
3844 S R 4715 R R
3875 S S 4729 R R
3920 S S 4739 S R
3979 S S 4741 S S

S= Sensible R=Resistente
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7.3. Resultados de las conjugaciones. Determinacion de la frecuencia de

transferencia de genes de resistencia.

En los casos en que se logr6 determinar el valor de crecimiento la
concentracion minima inhibitoria del crecimiento de la cepa control que se utilizaria
como receptora (E. coli J62-2), se realizaron los procesos de conjugacion con los
distintos aislados que presentaron resistencia evidenciada como capacidad de

crecimiento.

A fines de determinar la capacidad de movilizacion de los marcadores que
confieren resistencia ante cloruro de cobalto (2 mM) y sulfato de cobre (5 mM), los
experimentos de conjugacion fueron llevados a cabo con los aislados: 3113, 3171,
3203, 3372, 3373, 3569, 3611, 3663, 3719, 3741, 3757, 3792, 3799, 3844, 4144,
4271, 4282, 4340, 4454, 4549, 4553, 4570, 4617,4688, 4689, 4715, 4729 y 4739,
los cuales resultaron portadores del fenotipo de resistencia segun las pruebas

fenotipicas.

7.3.1.Cloruro de cobalto

Se realizaron las pruebas siguiendo el protocolo indicado en la seccion de
materiales y métodos, utilizando como marcador de seleccion cloruro de cobalto 2
mM. Se utilizaron como donantes a los aislados 3171, 3574, 3663, 3719, 3741,

4271, 4282, 4340, 4570, 4617, 4715, 4729 de la tabla V.

En la tabla XI se resumen los resultados de los titulos de las donantes y de

los titulos de las transconjugantes en cada caso, y a su vez se determinaron los
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valores de la frecuencia de transferencia de los genes que confieren resistencia a

la concentracion del cloruro de cobalto que se ensayo.

Se encontré que el menor valor de frecuencia de transferencia se obtuvo
con la transconjugante T3574, la cual fue de 2,13x10® células transconjugantes/
células donantes, esto indica que de cada millon de células, al menos 2 fueron
capaces de transferir los genes de resistencia a la concentracion de 2 mM de
cloruro de cobalto. Mientras que la concentracibn mas elevada de la frecuencia de
transferencia se registr6 en T3171, presentando un valor de 8,4x107? células
transconjugantes/ células donantes, lo cual indica que de cada 100 células, al
menos 8 fueron capaces de transferir los genes de resistencia a la concentracion

antes mencionada de la sal del metal pesado.

Tabla XI. Resultados de las conjugaciones realizadas con el marcador de
cloruro de cobalto 2 mM.

Aj Titulo donante Tltqlo Frecuencia de transferencia (cel
islado transconjugante
(cel/ml) trans/cel donantes)
(cel/ml)

T3171 1,00E+08 8,40E+06 8,40E-02
T3574 8,47E+08 1,80E+03 2,13E-06
T3663 1,33E+08 4,00E+05 3,01E-03
T3719 1,00E+08 2,60E+05 2,60E-03
T3741 5,00E+08 3,60E+05 7,20E-04
T4271 7,28E+08 1,02E+07 1,40E-02
T4282 1,00E+08 3,00E+04 3,00E-04
T4340 5,00E+08 3,40E+05 6,80E-04
T4570 6,80E+08 2,80E+06 4,12E-03
T4617 8,26E+08 3,80E+06 4,60E-03
T4715 1,67E+08 1,67E+04 1,00E-04
T4729 1,30E+09 4,40E+06 3,38E-03

En rojo y azul se resaltan el mayor valor y el menor valor de frecuencia de transferencia respectivamente.
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7.3.2. Sulfato de Cobre

Se realiz6 el proceso de conjugacion con sulfato de cobre 5 mM como
marcador de selecciéon. Para ello se utilizaron como donantes a los aislados: 3113,
3203, 3372, 3373, 3569, 3611, 3757, 3792, 3799, 3844, 4144, 4271, 4282, 4454,

4549, 4553, 4570, 4617, 4688, 4689, 4715, 4729 y 4739.

En la tabla XII se muestran los resultados de los titulos de las donantes y de
los titulos de las transconjugantes. Se determinaron los valores de la frecuencia de
transferencia de los genes que confieren resistencia a la concentracion del sulfato

de cobre que se ensayo.

El menor valor de la frecuencia de transferencia obtenido se obtuvo con la
transconjugante T3611, siendo de 3,03x10° células transconjugantes/ células
donantes, indicando que de cada millon de células donantes, al menos 3 fueron
capaces de transferir los genes que le confieren resistencia a sulfato de cobre 5
mM. Mientras que el valor mas alto se presentd con T4144, siendo de 6,52x107
células transconjugantes/ células donantes, indicando que de cada 1000 células
donantes, aproximadamente 6 de ellas fueron capaces de transferir genes de

resistencia a la concentracién de la sal del metal pesado.

Tabla XIl. Resultados de las conjugaciones realizadas con el marcador de
cloruro de cobalto 2 mM.

. Titulo donante Tltqlo Frecuencia de transferencia (cel
Aislado transconjugante
(cel/ml) trans/cel donantes)
(cel/ml)
T3113 1,98E+08 2,00E+05 1,01E-03
T3203 7,60E+08 8,40E+05 1,11E-03
T3372 5,00E+08 6,00E+05 1,20E-03
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T3373 5,00E+08 1,75E+04 3,50E-05
T3569 4,00E+08 6,00E+04 1,50E-04
T3611 6,60E+08 2,00E+03 3,03E-06
T3757 7,60E+08 5,60E+05 7,37E-04
T3792 6,40E+08 2,33E+03 3,64E-06
T3799 1,70E+08 7,50E+04 4,41E-04
T3844 2,00E+08 4,60E+04 2,30E-04
T4144 5,60E+08 3,65E+06 6,52E-03
T4271 6,57E+08 2,40E+06 3,65E-03
T4282 4,80E+08 6,80E+05 1,42E-03
T4388 4,40E+08 7,00E+05 1,59E-03
T4454 4,00E+08 1,00E+04 2,50E-05
T4549 5,60E+08 5,00E+04 8,93E-05
T4553 4,50E+08 1,00E+04 2,22E-05
T4570 4,00E+08 5,14E+05 1,29E-03
T4617 8,68E+08 3,20E+05 3,69E-04
T4689 4,00E+08 3,40E+04 8,50E-05
T4715 6,40E+08 7,50E+05 1,17E-03
T4729 1,22E+09 4,20E+05 3,44E-04
T4739 9,20E+08 1,33E+05 1,45E-04

En rojo y azul se resaltan el mayor valor y el menor valor de frecuencia de transferencia respectivamente.

7.4. Pruebas de cotransferencia

Con la finalidad de determinar si al realizar el proceso de conjugacion con
los distintos aislados, se movilizaron varios marcadores de resistencia, se
realizaron pruebas de cotransferencia. A fin de verificar fenotipo de las
transconjugantes obtenidas se realizaron pruebas fenotipicas en MM y MH,
encontrando que el 100 % de las transconjugantes fueron incapaces de crecer en
ninguno de éstos medios. Estos resultados confirmaron que efectivamente se
obtuvieron transconjugantes puesto que la cepa receptora, en pruebas previas era

incapaz de crecer en estos medios. Se realizaron controles con las donantes
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verificando fenotipo en medio LB suplementado con RIF, obteniendo que el 100%

fueron incapaces de crecer, lo cual confirmd la sensibilidad ante este antibi6tico.

Los diversos marcadores ensayados en las pruebas de cotransferencia
fueron la resistencia a cloruro de cobalto 2 mM y sulfato de cobre 5 mM
concentraciones a las cuales la receptora no era capaz de crecer, mientras que
algunas donantes crecian en al menos uno de éstos marcadores. Los resultados
se resumen en la tabla Xlll. De 29 transconjugantes, 6 fueron capaces de crecer
en medio suplementado con CoCl, 2 mM, mientras que 17 fueron resistentes a
sulfato de cobre 5 mM, el resto de las transconjugantes fueron capaces de crecer
en medios suplementados con ambas sales y no solamente en el seleccionado en
el ensayo de conjugacion. ElI 100% de los aislados que presentaron en las
ensayos previos, fueron capaces de cotransferir los genes de resistencia tanto

para CoCl, como para CuSO,.

Tabla XIlll. Resultados obtenidos de las pruebas de cotransferencia de
genes de resistencia a diversas sales de metales pesados.

Transconjugante LB CoCl, 2 mM CuSO;5 mM CoCl,2mM/ CuSO,5mM

T3113-Cu + S R S
T3171-Co + R S S
T3203-Cu + S R S
T3372-Cu + S R S
T3373-Cu + S R S
T3569-Cu + S R S
T3574-Co + R S S
T3611-Cu + S R S
T3663-Co + R S S
T3719-Co + R S S
T3741-Co + R S S
T3757-Cu + S R S
T3792-Cu + S R S
T3799-Cu + S R S
T3844-Cu + S R S
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T4144-Cu + S R S
T4271-Co/Cu + R R R
T4282-Co/Cu + R R R

T4340-Co + R S S

T4454-Cu + S R S

T4549-Cu + S R S

T4553-Cu + S R S
T4570-Co/Cu + R R R
T4617-Co/Cu + R R R

T4688-Cu + S R S

T4689-Cu + S R S
T4715-Co/Cu + R R R
T4729-Co/Cu + R R R
T4739-Co/Cu + S R S

+: Crecimiento. R=Resistencia (crecimiento) S=Sensibilidad (No crecimiento). Co=Resistencia a
Cobalto 2mM. Cu=Resistencia a Cobre 5mM. Co/Cu=Resistencia a Cobalto 2mM y Cobre 5mM.
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8. Discusion

En la naturaleza se encuentran millones de microorganismos a los cuales
estan expuestos los seres vivos diariamente. Muchos de estos microorganismos
tienen papeles geoldgicos importantes en la bidsfera, particularmente en las areas
de biotransformacién y en los ciclos biogeoquimicos, en la descomposicion de
material, las transformaciones de metales y minerales, en la formacién de los

sedimentos y el suelo, entre otras (Gadd, 2010).

En humanos, es poco lo que se conoce de los sistemas de resistencia o
tolerancia a los metales. Muchos de los metales pesados, o algunos de sus
componentes, no son correctamente metabolizados y pueden suponer un riesgo
para la salud de los seres vivos y el medio ambiente, aunque algunos de ellos son
elementos esenciales (en pequefias cantidades) en los seres humanos,
indiferentemente de su toxicidad. En general, los metales pesados son toxicos
para los seres vivos después de estar expuestos a ellos por tiempos prolongados
0 concentraciones elevadas. Muchos de los metales, como el cobre, estan
presentes diariamente en la vida de los seres humanos (por ejemplo en las
monedas), sin embargo existen pocos reportes sobre los efectos toxicos que
puede causar. Dependiendo de las propiedades fisicas del metal, sus efectos
varian. Metales como el cobalto pueden afectar el metabolismo asociado al calcio,

otros como el plomo pueden afectar el sistema nervioso (Nies, 1999).

Muchas de las proteinas que estan involucradas en la resistencia a metales en
bacterias, presentan homologia con una variedad de proteinas en humanos, lo

cual sugiere que podria existir un efecto de tolerancia a los metales en los
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humanos. En bacterias, la presencia de éstos sistemas de detoxificacion de
compuestos téxicos podrian deberse a la necesidad de las mismas de adaptarse

en situaciones de estrés(Bruzual, 2002) (Lovley y Coates, 1997).

Aun cuando los mecanismos para evitar la toxicidad de los metales en los
humanos no son bien entendidos, los mecanismos bacterianos si lo son. Una idea
concebida hace tiempo es utilizar estos mecanismos, o las bacterias que poseen
éstos mecanismos, en provecho del hombre, tanto en el area de la salud como en
el area ambiental. Suena logico entonces, utilizar bacterias encontradas
usualmente en el organismo humano, y entender bien sus sistemas de
detoxificacion. Entre éstas bacterias se encuentran en primer lugar Escherichia

coli.

En un estudio realizado en el Laboratorio de Biologia de Plasmidos, utilizando
muestras provenientes de pacientes ambulatorios que presentaban ITU, y que
asistieron a consulta en el CMDLT, se reportd que el 67% de los microorganismos
causantes de infeccion fueron identificados como E. coli (Angiolillo, 2007). A partir
de estos aislados, se utilizaron 50 identificados como E. coli para la realizacion del

presente trabajo.

Se ha reportado que el uso irracional de farmacos para tratar las ITU, ha
causado que se presente un ambiente selectivo sobre las poblaciones bacterianas
resistentes, trayendo como consecuencia la diseminacion de los genes que
confieren multirresistencia ante distintos antimicrobianos, entre los que se incluyen

los antibiéticos y probablemente los metales pesados (Pedroza y col., 2001). Esto
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ha provocado una dificultad en cuanto al uso de los antimicrobianos para control
las infecciones. En los Ultimos afos las interacciones de bacterias con los iones de
metales pesados han despertado un interés considerable, debido a los grandes
beneficios que éstos brindarian si son utilizados de manera adecuada (Timoney y

col., 1978).

Las investigaciones sobre la resistencia de los microorganismos es un tema de
mucho interés y frecuentemente estudiado en las areas que se encuentran
expuestas a grandes cantidades de estos elementos téxicos. Se han reportado
trabajos relacionados con la resistencia hacia metales pesados y los mecanismos
utilizan para contrarrestar los efectos nocivos. Especies como Pseudomonas
putida, Staphylococcus aureus, Chromobacterium sp., Burkholderia sp. y
Escherichia coli han sido estudiadas, encontrando que presentan resistencia antes
metales como cromo, plomo, mercurio, arsénicos, hierro, cobalto, molibdeno,
cobre, vanadio, entre otros(lshibashi y col., 1990)(Paniagua y col., 2003)(Chavez y
col., 2007) (Mendoza-Hernandez y col., 2010). Otros trabajos han reportado
bacterias Gram positivas resistentes a diversos metales y que ademas son
capaces de bioacumular algunos elementos, como por ejemplo Ag (Cortés y

Fernandez, 2009).

Los resultados de las CMI para CoCl, y CuSO, reportados por Bruzual varian
de los resultados obtenidos en el presente trabajo. Los valores previos de la CMI
fueron para Co de 2,5 mM, y para Cu de 3,6 mM (tabla I); mientras que los

resultados obtenidos en este trabajo fueron Co 2mM y Cu 5 mM. Esto puede
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deberse a que la interaccion entre los metales y los microorganismos dependen de

los factores externos, como son el pH y el medio utilizado (Bruzual, 2002).

La interaccién entre los microorganismos y los metales pesados varia de
acuerdo a los factores intrinsecos de las bacterias y el medio ambiente en que se
encuentran, ya que éstos condicionan la toxicidad de las especies metélicas.
Algunos microorganismos poseen propiedades que les permiten realizar cambios
en la especiacion de los metales, cambios en su toxicidad y en su movilidad. Sin
embargo, la interaccion entre los metales y los microorganismos también puede
afectar el crecimiento microbiano, su actividad metabdlica y en consecuencia su

sobrevivencia (Gadd, 2010).

Los metales pesados se encuentran entre los contaminantes mas abundantes
en aguas y zonas residuales industriales. Los efectos toxicos y mutagénicos de
estos elementos inorganicos, asi como la capacidad de los organismos de
bioacumularlos, conllevan a provocar efectos nocivos a los ecosistemas. La
exposicion de los microorganismos a los ecosistemas contaminados con metales y
con desechos domésticos, ha permitido la aparicion y la seleccion de bacterias
resistentes a varios antibioticos y metales pesados. Esta respuesta microbiana
constituye un fendmeno ambiental de seleccién natural para la sobrevivencia de

los agentes bioldgicos.

Los metales estan directa o indirectamente involucrados en todos los aspectos
del crecimiento microbiano, el metabolismo y la diferenciacion. Y como se

menciond anteriormente, los metales y sus compuestos interacttan con los
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microorganismos de diversas formas dependiendo de la especie del metal, el
organismo y el ambiente, mientras que los componentes estructurales y la
actividad metabdlica también influyen en la especiacion de los metales y por lo

tanto en su solubilidad, movilidad, biodisponibilidad y toxicidad.

En la bibliografia se ha descrito que los metales presentan un rango de
toxicidad hacia los microorganismos, y aun cuando se ha descrito que los efectos
toxicos pueden darse a partir de eventos geoquimicos naturales, los efectos
toxicos en las comunidades microbianas estan asociadas comunmente a la
contaminacion antropologica o a la redistribucion de metales toxicos en

ecosistemas acuaticos y terrestres (Gadd, 2010).

En este trabajo se eligieron 5 metales pesados, para llevar a cabo los objetivos
planteados: Bario, Cobalto, Cobre, Estroncio y Molibdeno. La razén de la eleccion
de estos 5 elementos fue debido a su presencia en ambientes clinicos, en las
aguas, Y la posible presencia de estos en muchos de los alimentos que consumen
los seres vivos. Los resultados obtenidos en el presente trabajo demuestran que
los genes que codifican proteinas que confieren resistencia a los metales pesados,
tales como Co y Cu estan presentes en aislados de E. coli de humanos, en este
caso de pacientes de la comunidad, que presentaban ITU y que pudieron no estar
continuamente sometidas a presiéon selectiva de antimicrobianos. De las 5 sales
de metales pesados que se utilizaron en los ensayos iniciales de fenotipo, los
resultados muestran que se pudo alcanzar una CMI con las sales de Co (2mM) y
Cu (5mM), con un 24% de las 50 muestras con fenotipo resistente a CoCl, y un

46% a CuSOa,.
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Para las sales de Ba, Sr y Mo, no fue posible hallar las CMI para la cepa
control con las condiciones experimentales utilizadas en el laboratorio. Se sugiere
gue se realicen a futuro ensayos con otras sales de estos metales pesados, con
diferentes capacidades de disolucion, o realizar los ensayos utilizando otros
medios de cultivo, ya que los factores externos, principalmente el pH, afectan a la
especiacion quimica y a la movilidad de muchos metales pesados. Los cambios
de pH pueden influir fuertemente en la adsorcion o desorcién por las sustancias
organicas, por lo que las sustancias toxicas entonces pueden precipitar o
disolverse de acuerdo a ésta condicion. Otros factores son aquellos relacionados
directamente con el sistema biologico, como lo es la actividad metabdlica de los
microorganismos en la movilidad de los elementos toxicos(Tomado de:

http://www.tdx.cat/bitstream/handle/10803/6978/02INTRODUCCION.pdf?sequenc

e=2).

La concentracion mayor de BaCl, que se ensay0 en los experimentos fue de
500 mM. La cepa control y los 50 aislados bacterianos analizados (100%) fueron
capaces de crecer en presencia de ésta concentracién afiadida de sales de bario
en el medio de cultivo, aun cuando no se ha estimado cual es la concentracion
real en estas condiciones. Los efectos del Ba en las células bacterianas es un
tema que ha sido estudiado previamente en varias especies de bacterias. Muchas
bacterias son capaces de incorporar metales pesados en su interior celular, debido
a que presentan estructuras similares a otros elementos esenciales para el
metabolismo microbiano. Estudios previos han sugerido que el paso de elementos

guimicos similares al interior celular, es posible en bacterias, por ejemplo como es
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el caso del calcio, el estroncio y el bario, que son elementos divalentes. Se ha
reportado que algunas esporas de especies de Bacillus pueden acumular bario y
estroncio, debido a que estos metales se unen a fracciones en las capas que
podrian ser idénticas al sitio de union del calcio (Foerster y Foster, 1966).
Considerando estos reportes podemos sugerir que es posible que en nuestro caso
el Ba haya sido utilizado por los aislados de E. coli, sustituyendo algun otro
elemento divalente que presente sitios de unién similares, y por tanto cumpliendo
con alguna actividad metabdlica del microorganismo, y ademas algo similar pudo

haber ocurrido en el caso del Sry Mo.

En nuestro estudio la concentracion mayor ensayada para SrCl,, y utilizando
como microorganismo a E. coli, todas las bacterias fueron capaces de crecer. No
fue posible realizar ensayos a mayores concentraciones debido a la falta de
solubilidad de la sal que permitiera tener una solucion madre mas concentrada. Se
conoce poco sobre los efectos toxicos que este metal pesado ejerce sobre los
microorganismos, sin embargo se han realizado estudios con diversas especies
bacterianas, como Shewanella oneidensisla, la cual se reporté que era capaz de
crecer hasta una concentracion de 180 mM en medio LB (Brown y col., 2006). Sin
embargo en nuestro estudio, la mayor concentracion ensayada para Sr fue de 200

mM y el crecimiento de los microorganismos no fue inhibido.

El Mo es un elemento traza esencial para el metabolismo de los
microorganismos, ya que en muchos casos actia como cofactor en muchas
reacciones bioquimicos. Las concentraciones ensayadas en el presente trabajo

para NaMoQy,, no permitieron la determinar la CMI. La mayor concentracion que
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se ensayo0 de éste metal fue de 350 mM. Como en el caso de Sry Ba, debido a las
condiciones experimentales implementadas no se pudieron realizar las pruebas a

concentraciones mas elevadas.

En nuestro pais, las investigaciones sobre los microorganismos resistentes
a diferentes antimicrobianos, se han enfocado principalmente a la resistencia a
antibidticos. Se han realizado pocos estudios sobre la resistencia hacia metales
pesados presentes en cepas aisladas de ambientes acuaticos. En el 2005 se
publica un trabajo sobre la resistencia a los metales pesados en cepas de E. coli
aisladas de muestras de agua de varias playas del pais. Todas las cepas fueron
resistentes a la concentracibn mas alta ensayada para niquel y cadmio (1000
pg/ml), para mercurio un 29,78% de resistencia y en el caso del cromo 40,42%
para esta misma concentracion. Otro trabajo, de los mismos investigadores, se
centré en la evaluacion de la resistencia de E. coli en muestras aisladas de agua
potable. Los autores reportan que para la mayor concentracion ensayada (1000
mg/ml), el 100% fue resistente al niquel; un 85% para cadmio y cromo, y un 75%

de cepas resistentes al mercurio (Bracho y col, 2005b).

En nuestro trabajo, las muestras no fueron aisladas de ambientes
naturales, ni acuaticos ni terrestres, sino de seres humanos con ITU. Los
resultados nos permiten sefialar que se encontrd resistencia hacia metales
pesados en un 58% de los aislados analizados, del cual un 12% presento
resistencia a CoCl,, un 34% a CuSO,4, mientras que el otro 12% presentd

resistencia para ambos metales pesados. Para las concentraciones ensayadas de
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BaCl,, SrCl, y NazMoO, el control y el 100% de los aislados fueron capaces de

crecer.

Diversos estudios han demostrado que la resistencia a metales pesados en
bacterias de diferentes géneros puede estar mediada por plasmidos, y en muchos
casos éstos plasmidos presentan de forma conjunta, genes que codifican
proteinas que confieren resistencia ante los antibioticos. En los casos que estos
genes estan agrupados en el mismo plasmido, es razonable asumir que los
agentes antimicrobianos y el uso inadecuado de cualquiera de ellos, pueden ser
considerados como la presion selectiva para mantener los plasmidos en las

poblaciones de bacterias que los contienen.

El uso indiscriminado de los antibiéticos para el tratamiento de enfermedades
en la poblacién, ha causado el desarrollo de resistencia microbiana a estos
compuestos.  Este comportamiento de los microorganismos frente a los
antibidticos ha tenido un efecto colateral en la seleccion y expresion de la
resistencia a los metales pesados, a consecuencia de la presencia de genes que
confieren resistencia y que se encuentran en un mismo plasmido. La conjugacion
es el mecanismo mas estudiado en la transferencia de genes de forma horizontal,
entre bacterias y se ha implicado como el principal mecanismo responsable de la
dispersion de genes que representan alguna ventaja para el microorganismo

(Martinez y col., 2010) (Top, 1990).

Frecuentemente, se ha reportado que las cepas de Escherichia coli son

resistentes a metales pesados, y los genes responsables de esta resistencia a
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menudo, puede ser transferida mediante conjugacion. En E. coli se ha reportado
la presencia de plasmidos que contienen genes que confieren resistencia a

metales como mercurio, niquel, arsenato, cobalto y cobre (Harnett y Gyles, 1984).

En el presente trabajo se reporta que 29 aislados entre todos los ensayados en
el proceso de conjugacion, fueron capaces de transferir los genes que codifican
para la resistencia hacia Co y/o Cu. De los 29 aislados, 6 exhibian fenotipo
resistencia ante CoCl, 2mM vy transfirieron mediante el proceso de conjugacion los
genes de resistencia ante Co; 17 presentaron resistencia CuSO4 5 mM y fueron
capaces de transferir genes de resistencia ante Cu, y los 6 aislados restantes

presentaron resistencia para ambas sales a dichas concentraciones.

Los resultados obtenidos indican que los 6 aislados que presentaron genes
gue codifican proteinas de resistencia para ambos metales, Co y Cu, el 100% fue
capaz de cotransferir, mediante el proceso de conjugacion plasmidica, ambas

resistencias.

Los resultados obtenidos sugieren que el 100% de los aislados ensayados
en este trabajo para el proceso de conjugacion, tiene los genes que codifican para
las proteinas, asi como toda la maquinaria necesaria para llevar a cabo dicho
proceso, mediante los sistemas T4SS. Asi, los sistemas proteicos responsables de
la resistencia a Co y Cu, estan codificados en plasmidos movilizables, que fueron

capaces de ser transferidos a una cepa receptora.

Los valores obtenidos para la frecuencia de transferencia de genes que

confieren resistencia ante Co oscilaron entre 2,06x10° y 8,4x10? células
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transconjugantes/células donantes, y para Cu los valores de la frecuencia de
transferencia oscilaron de 3,03x10° a 6,52x10° celulas transconjugantes/células
donantes. Estos valores entran en el rango de plasmidos de baja (10°) y alta
frecuencia (10 de transferencia, respectivamente, sugiriendo que se esta en
presencia de diferentes moléculas plasmidicas con diferente maquinaria de

conjugacion.

En los trabajos previos del laboratorio, se realizaron pruebas de
conjugacion con los aislados utilizados en este trabajo, para estudiar la
transferencia de genes que confieren resistencia a SXT, teniendo como resultado
que el 87,5% (14 de 16) de las donantes fue capaz de transferir los genes de
resistencia a SXT, mientras que todas las donantes (100%) resistentes a AMP y
GEN, fueron capaces de transferir los genes de resistencia ante dichos
antibidticos (Angiolillo, 2007). De las 16 transconjugantes obtenidos por éste autor,
6 coinciden con las transconjugantes que se obtuvieron en nuestro trabajo (T3171,
T3574, T3663, T3719, T3741, T3792 y T3799). El 100% de las donantes en
nuestro trabajo fueron capaces de transferir eficientemente los genes que

conferian resistencia ante Co y Cu.

Las propiedades que poseen los microorganismos para llevar a cabo
biotransformaciones, expulsion de especies nocivas, y la bioacumulacion de
elementos téxicos, es un tema de evidente interés ya sea a nivel ecologico, 6
biol6gico 6 de salud. La identificacion de aquellos microorganismos resistentes,
asi como el conocimiento de los mecanismos involucrados en dichas resistencias,

si son utlizados de forma adecuada, podrian emplearse en procesos de
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biorremediacion de areas contaminadas. A nivel clinico, es necesario tomar
medidas en cuanto a la incorrecta medicacion de antibiéticos, puesto que como se
ha sefialado en muchos trabajos, la presién selectiva obliga a que aquellos
marcadores que confieren resistencia ante un antibidtico, generalmente
codificados en plasmidos, sean transferido a otras células, pasando no solamente
los genes de resistencia ante un antibidtico, si no ante multiples antimicrobianos,
entre los que se incluyen los desinfectantes y los metales pesados. Los metales
pesados pueden encontrarse en el agua, en los alimentos, en los insecticidas, en
particulas de polvo suspendidas en el aire, en algunos casos las sales de metales
pesados son utilizadas como desinfectantes quimicos, etc. Esto puede traer
consecuencias negativas para la salud de los humanos, ya que si una bacteria que
es capaz de almacenar grandes concentraciones de metales toxicos, infecta a los
seres vivos, afectara seriamente su salud y su calidad de vida. Por esta razon,es
necesario que se sigan explorando estos sistemas a nivel nacional ya que no ha

sido ampliamente investigado.
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9. CONCLUSIONES
- De los andlisis de fenotipicos de los 50 aislados, ante 5 sales de metales
pesados, se obtuvo que 12 (24%) fueron resistentes a CoCl, 2 mM, y 23 (46%)

fueron resistentes a CuSO4 5 mM.

- Todos los aislados y el control fueron capaces de crecer en presencia de Ba (500

mM), Sr (200 mM) y Mo (250 mM)

- Se presentd una resistencia conjunta ante CoCl, 2mM y CuSO, en 6 de los

aislados ensayados.

- El 100% de las donantes fueron capaces de transferir los genes que codifican

para la resistencia a Co y Cu de conjugacion bacteriana.

- La mayor frecuencia de transferencia de genes de resistencia a Co, en el
proceso de conjugacion, fue de 8,40x107 cel. transconjugantes/ cel. donantes. El
valor de frecuencia de transferencia fue de 2,13x10°® cel. transconjugantes/ cel.

donantes.

- La mayor frecuencia de transferencia de genes de resistencia a Cu, en el
proceso de conjugacion, fue de 6,52x107 cel. transconjugantes/ cel. donantes. El
valor de frecuencia de transferencia fue de 3,03x10°® cel. transconjugantes/ cel.

donantes.

-El 100% de las donantes resistentes tanto a CoCl, 2 mM como a CuSO,4 5 mM,

fueron capaces de cotransferir los genes de resistencia a estos metales.

72



10.Recomendaciones

Continuar la campafa del correcto uso de los antibidticos al momento de
tratar alguna infeccion. Las personas medicadas deben concientizarse de
seguir las indicaciones de los médicos durante la aplicacion de sus
tratamientos, a fin de disminuir la seleccion de resistencia y evitar que se
propaguen genes de resistencia ante distintos antimicrobianos (antibioticos,
metales pesados, etc).

Instruir a las personas una vez que son medicadas con algun antibiotico,
para evitar la automedicacion y extension de los tratamientos para combatir
una infeccion, y de esta manera asegurar que el tratamiento sera eficaz y
adecuado.

Continuar con la camparfia de concientizacion de consumo de agua limpia.
Buscar alternativas en el uso de insecticidas, 0 quimicos que contengan
metales pesados, en los campos agricultores para evitar que los alimentos

tengan exceso de los mismos.
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