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RESUMEN

Los métodos moleculares se han establecido como procedimientos que
verifican la identificacién fenotipica, cuando se necesita la identidad exacta de
un microorganismo. La Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca cuenta
con una colecciébn de 97 bacterias, que reposan en el Laboratorio Central,
todas ellas, manejadas de acuerdo con los protocolos internacionales y niveles
de bioseguridad descritos por el CDC de Atlanta. Su identificacion actualmente
estd suministrada por fenotipificacion con pruebas bioquimicas por medio del
Sistema rapido BBL Crystal. El objetivo de este proyecto fue fortalecer la
coleccion de 41 cepas bacterianas Gram negativas, mediante la identificacion
molecular de las bacterias. La metodologia utilizada fue la obtencion de ADN
total con el Kit: Zymo Research Quick-DNA Universal, la amplificacion del

producto de la extraccién mediante PCR con evaluacion por electroforesis en



gel de agarosa 2% con Buffer TAE 1X. El producto de PCR fue enviado al
centro de investigacion CorpoGen, donde fue secuenciado con los primers 16S-
8F y 16S-1492R y su edicion se realiz6 con el programa Chromas Lite (version
2.6.5). Las secuencias editadas, fueron comparadas con las bases de datos
pertenecientes al GenBank del NCBI (USA) con el algoritmo BLASTN,
asumiendo una identidad significativa superior o igual al 97%.Los resultados
obtenidos permitieron identificar molecularmente 17 bacterias, 6 de ellas hasta
género, y 11 hasta especie. Las 9 bacterias restantes, arrojaron resultados
erraticos. A futuro, se espera establecer una nueva base de datos para
posterior registro de la Coleccion.

PALABRAS CLAVES: Cepario, bacterias Gram negativas, fenotipificacion,
ADN, PCR, secuenciacion.

Estudiantes Laura Carolina Guzman Arias
Diego Alejandro Moreno
Docentes Ligia Consuelo Sanchez Leal

Fecha 2018 — | Institucion UCMC



INTRODUCCION
Con la invencién de nuevas tecnologias moleculares, se logré clasificar a los
organismos mediante caracteristicas de las principales biomoleculas organicas,
en particular de los acidos nucleicos. Dichos andlisis incluyen estudios de
marcadores conservados en las bacterias; uno de los mas representativos el
gen 16S rRNA, que se mantiene constante a lo largo de los periodos de
evolucién, sin cambiar sus caracteristicas, evitando la accion de mutaciones
especificas en el gen y facilitando la realizacion de arboles filogenéticos y
esquemas evolutivos (1). Estos avances han llevado a que paises en
desarrollo, dentro de sus politicas internas, disefien tratados y legislaciones
para la creaciébn de centros de investigacion, encargados de clasificar,
identificar y registrar nuevas especies aisladas en diferentes tipos de
ambientes, con el fin de recopilar toda la informacién necesaria para conocer y

relacionar aspectos a nivel morfolégico, fisiolégico y bioquimico (2).

La Coleccion de Cultivos de Microorganismos del Programa de Bacteriologia
de la Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca se cre6 en 1986 y se ha
fortalecido en forma permanente por medio de la compra, donacién y canje.
Actualmente, cuenta con la identificacion fenotipica de todas las cepas

existentes en la Coleccion.

El principal problema que presenta esta coleccion, es la ausencia de registro
ante el Instituto de Investigacion de Recursos Biolégicos "Alexander Von
Humboldt", debido a que, no cuenta con la respectiva caracterizacion
molecular.

De esta manera, el presente proyecto estuvo argumentado en organizar la
informacion contenida en el Cepario, asociada a los especimenes que alli se
encuentran, promoviendo la mejora del mismo con la identificaciébn genotipica
de la poblacibn Gram negativa. Con este trabajo se brindé un insumo que
fortaleci6 y mejoré el Cepario, para que este pueda lograr el registro de la
coleccion ante el Instituto de Investigacion de Recursos Bioldgicos "Alexander
Von Humboldt", lo que sugiere la oportunidad de prestar diversos servicios

investigativos y provision de microorganismos a la comunidad cientifica que los



requiera, e indirectamentela universidad se beneficiard nivel de calidad de

educacion.

En este proyecto se trabajé con la coleccion de microorganismos de la
Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca, especificamente con 41
bacterias Gram negativas. Las fases del desarrollo del proyecto,
comprendieron: la confirmacion de las caracteristicas microscopicas utilizando
la Coloracion de Gram, macroscopicas con el cultivo de los microorganismos
usando el agar MacConkey (agar selectivo y diferencial) y metabdlicas,
mediante el montaje de pruebas rapidas BBL Crystal y técnica tradicional con
tubo. Para posteriormente realizar la identificacion genética de 26 de estas
bacterias mediante técnicas moleculares, usando el gen 16S rRNA (3),
mediante extraccion de ADN con el kit Zymo Research Quick-DNA universal,
posterior amplificacion del producto de la extraccibn mediante PCR
convencional y su evaluacion por electroforesis en gel de agarosa al 2% con
Buffer TAE 1X, para finalmente secuenciar el producto de PCR, con la técnica
de Sanger, editando su secuencia con el programa Chromas Lite y
comparandola con el GenBank con el algoritmo BLASTn.

Los resultados que se obtuvieron permitieron identificar 41 cepas Gram
negativas a nivel bioquimico, diferenciando caracteristicas macro y
microscoépicas y 26 de ellas a nivel molecular. Cada una mostro un perfil

genético unico lo que permitié distinguir polimorfismos.

Finalmente el estudio demostrd variabilidades metabdlicas, sustentadas por la
literatura y defini0 las caracteristicas genéticas que permitieron diferenciar

cepas de diferente origen que pertenecian a la misma especie y género.

El aporte mas significativo que tuvo este estudio fue el reporte de nuevas
especies que no habian sido descritas a nivel bioquimico y fueron identificadas

a nivel genético.



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
Fortalecer los registros de la coleccién de microorganismos Gram negativos de

la UCMC, mediante la identificacién genotipica por técnicas moleculares.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Realizar el mantenimiento, cultivo, aislamiento y revalidacion de la
identidad bioquimica, de las cepas de microorganismos Gram negativos
del cepario de la Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca

Confirmar los géneros y especies de los microorganismos en estudio,
mediante técnicas moleculares.

Generar el registro de las cepas evaluadas con el fin de contribuir al
proceso de presentacion de la coleccion biolégica de acuerdo a las
recomendaciones de la normatividad aplicable.

Comprobar la trazabilidad de los meétodos de conservacion y el
mantenimiento que se ha realizado a las cepas Gram negativas del

Cepario de la universidad hasta la fecha.



1. ANTECEDENTES

J. Washington en 1976 (3), de la Division de Productos Analytab de American
Home Products, realizo los primeros ensayos para la identificacion de
enterobacterias utilizando Kits comerciales ~"Rapid I-D Sistem™, analizando
modelos de comportamiento bacteriano, metabolitos propios y procesos oxido-
reductores que presentaban estas cepas, recogid muestras de pacientes
clinicos, y los analizo con estos Kits. Para ese entonces los paneles de pruebas
presentaban solo 12 analitos, entre los que se incluyen: oxidasa, B-D
galactosidasa, Fenilalanina, indol, nitratos, VP, malonato, lisina, ornitina, ureasa
hidrolisis de la esculina. Todas estas pruebas lograron la identificacion de
bacterias Enterobacterias con un 95% de certeza a diferencia de pruebas
convencionales. Estas metodologias cobraron mayor importancia debido a la
especificidad y reproducibilidad de sus resultados, a través del tiempo, y ante

variedad de géneros.

En 1981, American MicroScan, introdujo el autoSCAN-3, un instrumento
semiautomatizado que utilizaba microdilucion en bandejas que contenian
sustratos convencionales congelados para la identificacion de cepas
bacterianas. Una  evaluacibn temprana, que incorporaba tanto
Enterobacteriaceae y no fermentadores. Ellner y Myers en 1981 (4) informaron
un acuerdo de 95,0% entre las identificaciones leidas y por métodos
automatizados, garantizando asi que las maquinas eran capaces de generar

interpretaciones precisas de las reacciones en cada pocillo.

J. Jorgensen en 1983 (5) Comparo el método automatizado Vitek AMS para la
identificacion de Enterobacteriaceae, con dos métodos manuales: el Sistema
de Identificacion Micro y el procedimiento APl 20E, usando 400 aislados
clinicos frescos. Se compararon con los resultados tras 4 horas de incubacion
proporcionados por el Micro ID y los resultados de 5 horas proporcionados por
API. El sistema Micro ID demostré ser el mas rapido y preciso de los tres
sistemas de ensayo, identificando correctamente 96,8% (387/400) de los
aislados. EI APl 20E usando lecturas de 5 horas identifico 90,7% (363/400) de



los aislamientos, pero con una muy baja selectividad. EI AMS identifico
correctamente 88,8% (355/400) de los aislamientos después de 5 horas, y
95,0% (380/400) después de 8 horas de incubacion. Mostrando asi que el
sistema Micro ID era el mas apropiado para la identificacion de

enterobacterias.

B. Holmes en 1994 (6) probd la evolucidbn de dos kits rapidos para la
identificacion de enterobacterias; el kit de identificaciéon Rapid Stool y el Enteric
Island Enteric / Nonfermenter, cada uno contenia alrededor de 30 pruebas para
la identificacion, se probaron 266 cepas, en el primer kit (Enteric/Nonfermenter
ID) se logro la filiacion de 36 taxones de la familia Enterobacteriaceae (188
cepas) 5 taxones fermentativos oxidasa positiva (26 cepas) y 10 taxones no
fermentativos, estas mismas fueron comparadas con el kit (The Rapid
Stool/Enteric ID) encontrando el 93% de las cepas identificadas correctamente,
el 6% fueron no identificadas, y 1% restante fueron identificadas hasta género;
comprobaron que ninguno de los Kits comerciales lograba la filogenia en un
100%. Esto, debido a que, siempre se presentaba un rango de disyuncion entre
los resultados, concluyendo asi que el kit que mayor precision presentaba era

el de (Enteric/Nonfermenter ID).

A. Robinson en 1995 (7) realizo un estudio comparativo de tres sistemas de
identificacion de enterobacterias, (Crystal entérica / Nonfermenter (Crystal
Becton Dickinson, Cockeysville, Md.), 20E API (API; bioMérieux Vitek, Inc.,
Hazelwood, MO), y la tarjeta Vitek GNI (Vitek; bioMérieux Vitek), se llevo a
cabo con 512 aislamientos clinicos de bacilos gram-negativos, entre ellos 381
miembros de la familia Enterobacteriaceae y 131 bacilos entéricos. Con las
pruebas, API, Crystal, y Vitek identificO correctamente a nivel de género y la
especie 505 (98,6%), 489 (95,5%), y 494 (96,5%) de los 512 aislados,
concluyendo que no hubo diferencias significativas entre los tres sistemas en
su capacidad para identificar cualquiera de las cepas aisladas en el grupo (P>
0,05), pero ninguno podia identificar correctamente todos los géneros
bacterianos probados en el ensayo, pues presentaban un nivel de desviacién
del 3% en identificacion.



Leong y Greisen en 1994 (8) publicaron la estrategia de amplificar una
secuencia presente en la mayoria de bacterias (region del genoma bacteriano
que codifica la subunidad 16S del RNA ribosémico), mediante iniciadores
universales o consenso. Este sistema permite la deteccion de un amplio
espectro de bacterias, entre las que se incluyen los agentes bacterianos que
causan meningitis con mas frecuencia. La identificacion posterior del
microorganismo se efectla por hibridacion de los fragmentos amplificados, con
sondas internas a la regidbn amplificada, y especificas para cada
microorganismo, marcadas con isétopos radiactivos o no radiactivos. A partir
de este trabajo, han surgido escasas publicaciones para la deteccién de

meningococo en LCR y con series muy reducidas.

Soumitesh en 2007 (9), argumenta que cada region del gen 16 rRNA contiene
una considerable diversidad de secuencias entre diferentes bacterias. Ninguna
regidén se puede diferenciar entre todas las bacterias; por lo tanto se requieren
investigaciones que comparen las ventajas de cada regién para los diferentes
objetivos de diagnostico. Soumitesh y su equipo de trabajo, caracterizaron 110
especies bacterianas diferentes, incluidos patégenos transmitidos por sangre,
agentes seleccionados por el CDC (Centro para el Control y Prevencién de
Enfermedades) y microflora ambiental, usando las regiones hipervariables del
gen 16S (V1-V8). Crearon dendrogramas (representacion esquematica en
forma de arbol) con segmentos cortos apropiados para la prueba de ADN y la
PCR en tiempo real. Ellos encontraron que la region V1 era mejor diferenciada
para Staphylococcus aureus y microorganismos coagulasa negativos, como los
Staphylococcus sp. La region V2 y V3 fue la mas adecuada para distinguir
todas las especies bacterianas a nivel de género incluyendo las enterobacterias
.La region V6 de 58 nucleodtidos de longitud podria distinguir entre la mayoria de
las especies bacterianas excepto las enterobacterias, V6 también fue
importante, por ser capaz de diferenciar entre todos los agentes seleccionados
definidos por el CDC (Centro de Control y Prevencion de Enfermedades),
incluido Bacillus anthracis. Todos estos estudios referentes al gen 16S rRNA
son importantes para el disefio de sondas y cebadores especificos en ensayos

moleculares con el fin de identificar bacterias patégenas para el serhumano.



Varios autores han analizado la posibilidad de estudios cortos de lectura para la
clasificacion del gen 16S, mediante los posibles efectos que puedan repercutir
en la variacion durante la lectura, la eleccion de la region y la profundidad del

muestreo, como es el caso de Marcus J en 2009 (10).

Claesson MJ en 2010 (11) sefala que tecnologias moleculares con un mayor
rendimiento pueden identificar comunidades microbianas en entornos de dificil
obtencion, de una forma mas precisa, ya que muchas veces las condiciones
ambientales y los requerimientos del microrganismo dificultan su recuperacion,
con el perfil filogenético de lecturas de secuencias mucho mas cortas con
numerosos extremos emparejados. En estudios de secuenciacién del gen 16S
rRNA observaron varias longitudes de lectura, logrando asi obtener lecturas
con una mayor resolucion, sin embargo, no lograron clasificar a nivel de género

debido a su menor longitud y altas tasas de error.(12)

Caporaso en 2011 (13), comenta que las nuevas plataformas de secuenciacion
de segunda generacion (la pirosecuenciacion a gran escala - 454), fue la
opcion preferida en estudios iniciales ya que por su especificidad proporciona
secuencias un poco mas largas (500 pb), en comparacion con otras
plataformas. Sin embargo, la entrada al mercado de nuevas plataformas como
(lumina MISEQ y HIiSEQ), son mucho mas atractivas ya que su longitud de
lectura pasa de 100 pb en los sistemas tradicionales a 250 pb combinandolo
con su produccion mas alta y mucho mas econémica. Aunque en el cambio de
andlisis de secuencias se estd experimentando un cambio significativo en la
deliberacion de nuevas tecnologias, no se ha realizado una evaluacion

sistematica de estos disefios que utilizan este tipo de procesos.

En un estudio reciente, Werner et al, en 2012 (14), examino las virtudes de la
secuencia por pares en comparacion con las de un solo extremo, pero en lugar
de discriminar sus lecturas para determinar una taxonomia, los autores
agruparon los datos en unidades taxonémicas operacionales (OTU) y calculos
de indices de diversidad. Asi fue como construyeron un arbol filogenético de
estas OTU. Sin embargo, las limitaciones del tamafio de insercion no se han

tenido en cuenta en varios estudios. Por ejemplo, Soerger et al en 2012 (15),



examind recientemente combinaciones de cebadores que abarcaban toda la
region del gen 16S rRNA, sin tener en cuenta que muchos de los productos
después de la amplificacion son mucho mas largos que las recomendaciones

generalmente aceptadas 500-1500 pb.

A pesar de ello, las investigaciones de Soerger et al (15), recopilaron miles de
combinaciones posibles de cebador y longitud de lectura que ayudaron a
discernir la eleccion de las regiones del gen 16S rRNA a secuenciar.
Desafortunadamente sus estudios se centraron en la consulta que tenia en una
contraparte aportada en las bases de datos con al menos un (97% de
identidad). Como resultado no hay manera de constatar si los disefios
experimentales estudiados por él, entraban en las categorias en el caso de
especies nuevas, que son comunes encontrarlas en diferentes tipos de

ambientes.

Orna Mizrahi en 2013 (16), comenta que son varios los aspectos por los que se
elige el estudio de la biodiversidad microbiana, en relacién con el estudio del
gen 16S rRNA, ya que lo hace o6ptimo para las observaciones de estos
microrganismos. Mencionando tres aspectos a favor, que lo hacen apropiado
para estos estudios taxonémicos: el primero hace referencia a la presencia de
éste durante toda la vida procariota, haciéndolo imprescindible para estos
estudios. En segundo lugar menciona su alto grado de conservacion que da
como resultado tasas de mutacién similares en todos los estadios evolutivos de
estas especies y el tercero y mas importante, es que el gen 16S rRNA posee
tantas regiones conservadas que facilitan el disefio de cebadores de
amplificacion a través de taxones gracias a sus nueve regiones hipervariables
(V1-V9).

Ruth Aquino en 2017 (17) caracterizé6 molecularmente bacterias patégenas en
vias respiratorias de pacientes con fibrosis quistica, mediante el estudio del gen
16S rRNA, referenciandolo como el método Gold estandar en identificacion de
microrganismos, utilizando tecnologias de nueva generacibn como la
Espectrometria de masas desorcion/ionizacion laser asistida por matriz con

tiempo de vuelo (MALDI TOF MS), es preferida ya que aumenta la rapidez
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con que se identifica una especie microbiana (de 2 horas a 3 minutos). Este
método ademas de reducir costos y materiales, se basa en reconocer las
principales proteinas ribosémicas mediante ionizacion por radiacion laser, para
que finalmente esta informacidon sea comparada con el espectro de una base

de datos determinada (17).
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2. MARCO REFERENCIAL

2.1 Generalidades de los bancos de cepas a nivel mundial

Las colecciones de microorganismos se han establecido con el fin de crear un
conjunto de cepas de importancia mundial y de proporcionarlas a los diversos
paises. Entre las colecciones que actualmente son mundialmente reconocidas,
se encuentra: La Federacion de Colecciones de Cultivos del Mundo (WFCC), la
cual cuenta con 614 colecciones en 71 paises; la Coleccion Americana de
cultivos tipo (ATCC), con mas de 18.000 cepas de bacterias en 750 géneros
distintos y con 30.000 cepas de hongos filamentosos y levaduras, el Banco
Nacional de Microorganismos (BNM), que reune cepas nativas de rizobios,
bacterias fotosintéticas, fitopatdgenas, y otras aisladas del suelo, resultantes de
distintos proyectos de investigacion de importancia agronémica y ambiental, y
finalmente, la Federacion Japonesa de Colecciones de Cultivos (JFCC) que
preserva 229.840 cultivos, entre hongos filamentosos, levaduras,

actinomicetos, bacterias, virus y algas (18).

A nivel nacional, se han establecido variedad de colecciones, con el fin de
brindar apoyo a nivel bioldgico y cientifico, frente a problemas en las areas de
la salud, agricultura y medio ambiente. Colombia cuenta con 23 colecciones de

microorganismos con registro vigente en el pais.

Tabla 1Lista de colecciones registradas a nivel nacional ante el RNC (Registro
Unico Nacional de Colecciones Bioldgicas) (19).

LISTA DE COLECCIONES REGISTRADAS A NIVEL NACIONAL ANTE EL
RNC (REGISTRO UNICO NACIONAL DE COLECCIONES BIOLOGICAS)

Titular de la Nombre de la Ubicacion Generalidades y
coleccion coleccion - caracteristicas de la
Acrénimo coleccion
Universidad i o Se . encuentran
Nacional de Museo Micologico Antloqwf’al - depositados
Colombia (MMUNM) Medellin alredeplor de 8000
especimenes de
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Universidad
Nacional de
Colombia

Banco de Cepas 'y
Genes - Instituto
de Biotecnologia

Universidad
Nacional de
Colombia (IBUN)

Bogota D.C

hongos fitoparasitos
colectados en
Colombia 'y otros
paises.
Alberga

microorganismos
solvento génicos Yy

celuloliticos, cepas
con uso agricola,
industrial,

productoras de
biopolimeros y
patdgenos tanto
humanos como de
plantas, y ademas

conserva cepas de
referencia

i?rgggﬁlrgﬂopg;a .COIeCC'Or.] de Valle del Cauca Eﬁ\fsda e datos
: . Microorganismos :
la Biotecnologia - — Palmira
. (CMCB)
Biotec
Federacion Se preservan hongos
Nacional de asociados a plagas y
Cafeteros - Coleccion de enfermedades de
Centro Nacional | Microorganismos Caldas — café y otros cultivos
de de CENICAFE Chinchin&a de la zona cafetera
Investigaciones (CEN) colombiana
de Café -
CENICAFE

Parasitologia —

Universidad del | Univalle (UV- Valle del cauca - Base de datos
Valle PAR) Cali privada
Cepario de Se encuentran
Universidad del | Microorganismos bacterias acido
Valle y Hongos Valle del cauca - | lacticas obtenidas de

Filamentosos de
la Universidad del
Valle (CCMhf-UV)

Cali

Universidad del

Hongos- Univalle

Valle del cauca -

los intestinos de
vertebrados e
invertebrados
acuaticos, y los
hongos filamentosos
han sido obtenidos

Valle (UV-MICO) Cali . :
de areas manglarinas
y costeras
Corporacion para | Microorganismos Antioquia — Contiene hongos vy
Investigaciones | Corporacion para Medellin bacterias que fueron

Bioldgicas -CIB

Investigaciones

aislados a partir de:
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Biologicas (Micro
CIB)

Pacientes con
infecciones por
hongos,
micobacterias
tuberculosas y no

tuberculosas
(MNT),inmediaciones

de plantas sin
sintomatologia
aparente de
enfermedades
ubicadas en cultivos
comerciales
establecidos en
Colombia..

Universidad de
Antioquia

Coleccién de
Trematodos de la
Universidad de
Antioquia (CTUA)

Antioquia —
Medellin

Base de datos
privada

Corporacion
Colombiana de
Investigacion

Coleccion
Nacional de
Fitopatogenos

Cundinamarca -

Alberga variedad de

Agropecuaria - | (CNF) Mosquera hongos
Corpoica
Cuenta
primordialmente con
Corporacién Cepario Corpogen . bacterias de
Corpogen (CG) Bogota D.C procedencias tras
investigaciones
propias, o donadas
Mantiene 506
Coleccion de microorganismos, de
Pontificia Microorgani_s_mos los cuales existen
Universidad de Ig Por_1t|f|ca Bogota D.C alrededor de (66)
) Universidad ' géneros y (203)
Javeriana ) . :
Javeriana especies de bacterias
(CMPUJ) y (45) géneros y(38)
especies de hongos
Coleccion de
Corporacion Microorganismos Cuenta con variedad
Centro de Asociados a la Bogota D.C de hongos de
Investigacion en | Palma de Aceite diversas familias
Palma de Aceite | (MPA-
CENIPALMA)
Fundacion Coleccion de
Universidad de Bacilos . Base de datos
Bogota Jorge Esporulados Bogota D.C privada
Tadeo Lozano Colombianos
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(UJTL-CBEC)

Cuenta con
especimenes, dentro

., de los -cuales se
Coleccion de t |
Universidad de la | microalgas de la | Cundinamarca — encuen ran 0S
: : . géneros:  Chlorella,
Sabana universidad de la Chia
sabana (ALGUS) Sceneo!esmus_, .
Closterium, Nitszchia,
Chroomonas,
Anabaena
Coleccioén de
bacterias aerdbicas
Coleccion de formadoras de
Universidad bacterias aisladas Antioquia — endospora aisladas
EAFIT de Musa sp. (EA Medellin de la rizosfera vy
CB) filosfera de plantas
de banano y platano
del Uraba Antioquefio
Alberga cepas vivas
de  microrganismos
Coleccién de fotoaqtétrofos
. . . obtenidos de
Universidad del Microalgas Magdalena — :
Magdalena Marinas (UMC- Santa Marta colecc_lones
MA) extranjleras o de su
aislamiento de
cuerpos de agua
nacionales
Cuenta con bacterias
, de importancia
Universidad de Bioma ] Antioquia — La | agricola i
Antioquia Bacteriologia estrella (biocontroladoras
(BIOMABAC) : » '
biofertilizantes y
fitopatdgenas)

Corporacion
Centro
Internacional de

Banco de cepas
de Resistencia

Valle del Cauca -

Mantiene cepas de
bacterias gram
negativas portadoras

Entrenamiento e Bacteriana Cali de B-lactamasas y
Investigaciones (GIIRA) otros mecanismos de
Médicas resistencia
Coleccion de Cuenta con alrededor
Universidad microorganismos L de 180 especimenes,
Nacional de | GrUPo SABIO, Antloquia = o ieog IOue se
. Universidad Nacional Medellin q .
Colombia de Colombia (UNC- encuentran bacterias,
SAB) levaduras y hongos
Universidad Cepario del Alberga un total de
Industrial de Laboratorio de Santander — | 349 especimenes. A
Santander Microbiologia y Bucaramanga |la fecha, esta

Mutagénesis

coleccion cuenta con
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Ambiental de la 211 especimenes
UIS (Cepario- conservados e
LMMA-UIS) identificados, y otros
103 conservados, no
identificados, ademas

de 35 cepas ATCC
de diferentes
especies tipo
bacterianas
adquiridas  por el
LMMA,; siendo
aisladas de muestras
de suelo y subsuelo

Corporacion Mantiene cepas de
Centro Biobanco de leishmania
Internacional de Cepas de Valle del cauca — | provenientes
Entrenamiento e | Leishmania (BD- Cali principalmente de la
Investigaciones CL) zona sur occidental
Médicas de Colombia.

2.2. Normatividad nacional e internacional a nivel de colecciones
biol6gicas

En Colombia las colecciones biolégicas son manejadas por normativas
establecidas a nivel nacional mediante los entes de control, los cuales son los
encargados de llevar un registro Unico que constate resultados veridicos y
reales. El RNC (Registro Unico de Nacional de Colecciones bioldgicas) es un
instrumento que busca consolidar y difundir la informacién basica sobre las
colecciones biologicas del pais. El reconocimiento y uso de la informacién
disponible en estas bibliotecas de la vida, son fundamentales para una efectiva

gestion integral de la biodiversidad y los servicios ecosistémicos.
Todo lo anterior se encuentra consolidado dentro del siguiente marco legal:
e Decreto 309 del 2000 (20), por el cual se reglamenta la investigacion

cientifica sobre la diversidad bioldgica.

e Decreto 1375 de 2013 (21), por el cual se administra el funcionamiento

de las colecciones bioldgicas en el territorio nacional, se vigilan los
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derechos y obligaciones de los titulares de las colecciones y se
establece el procedimiento de registro de las colecciones biolégicas ante
el Instituto de Investigacion de Recursos Biologicos "Alexander von
Humboldt"

Decreto 1076 del 2015 (22), por medio del cual se expide el decreto
anico reglamentario del sector ambiente y Desarrollo sostenible y se
encarga de definirlas politicas y regulaciones a las que se sujetaran la
recuperacion, conservacion, proteccion, ordenamiento, manejo, uso y
aprovechamiento sostenible de los recursos naturales renovables y del
ambiente de la nacion

Ley 165 de 1994 (23), mediante la cual el Instituto de Investigacion de
Recursos Bioldgicos Alexander Von Humboldt ha determinado las
pautas y prioridades en la investigacion de la diversidad microbiana y ha
puesto a disposicion de la comunidad cientifica la informacion que lleva
a las pautas de accion prioritaria sobre estos temas para Colombia
enmarcada en la sobre el Convenio sobre Diversidad Bioldgica de las

naciones Unidas.

2.3. Historia, estructura, documentacion y registro de la Coleccion de

Microorganismos de la UCMC

La Coleccion de Cultivos de Microorganismos pertenecientes al Programa

Bacteriologia de la Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca se creé en

1986 y se ha fortalecido en forma permanente por medio de compra, donacién

y canje. Actualmente se cuenta con la identificacion fenotipica de todas las

cepas existentes en la Coleccion. El Programa de Bacteriologia y Laboratorio

Clinico de la Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca requirié para sus

procesos académicos, cultivos de microorganismos, bacterias, hongos y

parasitos, los cuales eran conseguidos por cada docente para sus actividades

didacticas. En 1987, un grupo de docentes inicid la consecucion de cepas,
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unas nativas y otras de referencia, organizando un mantenimiento temporal, el
cual permitia cumplir en forma parcial con los procesos de aprendizaje de los
estudiantes en el area de Bacteriologia (24).

Producto de esta necesidad se realiz6 un trabajo en 1992 llamado “Modelo
técnico para el desarrollo, manejo y mantenimiento de un Cepario” Primera
parte. Por parte de las docentes Constanza Lopez de Arcila, Gabriela Coy, Luz
Helena Herrera, Ellen Perdigdn de Toro y Vilma Martinez. El objetivo fue cubrir
las necesidades académicas en el area de Bacteriologia y Micologia, recopilar
la informacion existente sobre Ceparios para suplir las dificultades de
consecuciéon de los microorganismos y ofrecer servicios a la comunidad en el
area de la salud, la investigacion y la industria (25).

Desde ese momento y de acuerdo con las necesidades que se iban
presentando en las asignaturas se fue enriqgueciendo el Cepario. Los
microorganismos tanto bacterias como hongos eran conseguidos en la
Secretaria de Salud, o en diferentes hospitales de la ciudad, los cuales eran
aislados de muestras biologicas de pacientes y fueron identificados por
métodos bioquimicos, lo cual no garantizaba en un 100% la viabilidad y
seguridad de que fuera el microorganismo esperado.

Hasta el afio 2006, la coleccion de cultivos se manej6 con mantenimiento
semistok utilizando como medio de cultivo B.A.B. (Agar Base Sangre) recto e
inclinado en tubos 16 x 150 con tapa rosca (10 ml) para la mayoria de las
bacterias (aerobias y anaerobias facultativas), Caldo tripticasa soya con carne
para aerobios estrictos y Agar Micosel inclinado para hongos y realizandose
pases cada 6 meses 0 un afio en el caso del Vibrio cholerae. En la actualidad,
los cultivos llegan de diferentes partes y se referencia su lugar de origen y
muestra de donde han sido obtenidos, contdndose con 97 muestras
bacterianas, para el uso académico. Los microorganismos se siembran en
placas de agar enriquecido o selectivo segin como sea mas conveniente.
Estos pases se realizan en una cabina de flujo laminar y un espacio que cuenta
con las condiciones de Bioseguridad basicas para estos procedimientos (24).
Ademas se tiene un formato denominado Hojas de vida de los

microorganismos, en el cual se consignan los datos del depositante, el origen,
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la forma de ingreso y los datos del microorganismo. Igualmente, en esta hoja
de vida aparecen todas las verificaciones de identificacion que se hacen
semestral o anual a cada microorganismo.

El siguiente es el protocolo para la recepcion, identificacion y depdsito de los
microorganismos que conforman la Coleccibn de microorganismos de la
Universidad Colegio Mayor de CundinamarcaCCM-UCMC (26):

1. Identificacién del depositante
1. El depositante es la persona, entidad o grupo de trabajo o de
investigacion que desea aportar un espécimen a la Coleccion de
microorganismos de la Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca
2. Se debe escribir claramente el nombre de la persona natural o
juridica, grupo de investigacion o trabajo que hace el aporte.
3. Si es persona natural deberé identificarse la entidad o grupo al que
pertenece y consignar su direccion, teléfono e e-mail si lo posee.
4. Se debe establecer cual es la forma de adquisicion de este
microorganismo: Compra, donacidén, canje entre otros y aportar un
documento que lo sustente (factura, carta, convenio docente asistencial,

resumen ejecutivo del proyecto)

2. ldentificacion del microorganismo

1. Una vez se establezcan todos los datos del depositante es necesario
identificar en forma precisa el microorganismo depositado. Para ello es
necesario:

- Colocar el nombre exacto del germen

- Identificar el género al que pertenece de acuerdo con la Clasificacion
Taxondmica de Bergey

- Establecer el origen: humano, animal, vegetal, manipulado genéticamente, o
si fue aislado del medio ambiente establecer de que habitat fue aislado

- Localizacion geografica del aislamiento: ciudad, pueblo, region, pais - Fecha 'y
hora del aislamiento.

- La forma en que fue aislado y obtenido inicialmente, tipo de medio de cultivo
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utilizado o transporte utilizado si no fue aislado

- Nivel de seguridad de acuerdo con el CDC de Atlanta

- Forma en que sera conservado el microorganismo: congelacion a —70°C y
nitrogeno liquido de acuerdo con el protocolo producto del proyecto del grupo
CEPARIUM.

- Enunciar el tipo de pruebas bioquimicas utilizadas para su identificacion y los
resultados obtenidos con los cuales se asegura la confirmacion de que ese es
el microorganismo depositado

- Se deben establecer las fechas y la forma en que se confirma la viabilidad y
estabilidad del microorganismo como parte de un control permanente sobre la
coleccion de cultivos. Asi mismo, debera ir el nombre del profesional que

realiz6 el control. Para cada microorganismo se tiene su ficha correspondiente.

La informacion reposa en la base de datos correspondiente y tiene 2 Back up
en CD. Una vez se obtenga el registro de la coleccion la informacion debera

divulgarse por internet en la pagina web y a través de folletos informativos.

TAD CTENTTAS OF L4 SALTT TOCENTE RESFORS AR E COLEC TS

Figura 1Formato hojas de vida identificacion de las bacterias almacenadas en
la Coleccion de microorganismos de la Universidad Colegio Mayor de
Cundinamarca.
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Los microorganismos del Cepario de la Universidad Colegio Mayor de
Cundinamarca se encuentran almacenados por dos métodos (para asegurar
Optima viabilidad, almacenamiento y pureza): almacenamiento a ultra baja
temperatura en nitrégeno liquido a temperatura de -140°C o en congeladores a
-70°C; éstos son los mejores métodos para minimizar el riesgo de cambios

genéticos. (27)

2.4. Generalidades de las bacterias Gram negativas en estudio

2.4.1 Familia Enterobacteriaceae.

Enterobacteriaceae son bacilos Gram negativos con una longitud de 1 - 3 ym.
Son anaerobios facultativos, oxidasa negativa, catalasa positiva y crecen en
agar MacConkey; sus huéspedes naturales son intestinos humanos, animales,
y de insectos; sin embargo, también se encuentran en suelo, agua y materia en
descomposicion (28). Hay 44 géneros y aproximadamente 176 especies. La
flora normal incluye Escherichia coli, Enterobacter spp., Klebsiella spp.,
Morganella spp., Proteus spp., Providencia spp., Serratia spp., y los patégenos
humanos obligatorios incluyen Salmonella Spp., Shigella spp. Y Yersinia spp.
Las Enterobacteriaceae pueden representar el 80% de los principales aislados
patolégicos de muestras clinicas Gram negativas. Algunas especies de la
familia Enterobacteriaceae, s6lo han sido identificadas en base a su secuencia
de 16S rRNA y no han sido aisladas o caracterizadas bioquimicamente (28). El
estudio de estas bacterias esta sujeto a la importancia de las mismas a nivel
patolégico en hombres, animales y plantas, y econdmicamente a nivel industrial

y genético.

La familia Enterobacteriaceae se divide en tres grupos en base a la
fermentacion de lactosa:
e Fermentadores de lactosa, tales como Escherichia coli, Enterobacter
spp., Y Klebsiella spp.

e Fermentadores de lactosa tardia, como Citrobacter spp. y Serratiaspp.
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e No fermentadores de lactosa, tales como Edwardsiella, Hafnia,
Morganella morganii, Proteus spp., Providencia spp., Salmonella spp.,
Shigella spp. y Yersinia spp.

Escherichia coli
Es un habitante natural del extremo del ileon y el colon, en animales y
hombres, representando el 1% de la flora bacteriana del intestino. Es eliminado
por heces, siendo capaz de conservarse por periodos largos de tiempo en
condiciones favorables, convirtiéndose en un indicador del grado de
contaminacion de alimentos y agua. Causa diversidad de patologias, desde
enteropatias (diarrea), hasta septicemias. Cuenta con variedad de factores de
virulencia, tales como: la presencia de capsula, adhesinas, enterotoxinas
(termolabil, termoestable), neurotdxinas (29).
La tipificacion serologica de E.coli se basa en el reconocimiento de los
antigenos:

a) Antigenos O somaticos o de la pared celular (polisacéaridos,

termoestables)
b) Antigenos K de la capsula (polisacaridos acidos)
c) Antigenos H de los flagelos (proteina, termolabil)

d) Antigenos de las fimbrias (proteina, termolabil)

Shigella spp.

El anico reservorio es el humano. Causante de diarreas y dolor abdominal con
moco y sangre (diarreas invasivas) y en algunos casos con aparicion de pus en
las heces, denominandose: disenteria bacilar. Esta infeccion es producida por
la ingestion de alimentos o agua contaminada con heces humanas, o por
transmision de persona a persona. La diarrea es producida por un mecanismo
en donde se da una invasion directa de la mucosa intestinal y la subsiguiente

produccion de una enterotoxina (30).

Salmonella spp.

Su habitat natural es el tracto gastrointestinal de hombres y animales. Algunas
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de ellas tienen especificidad para un huésped determinado:

e Hombre: S.typhi, S.paratyphi B
e Gallinas: S.gallinarum

e Ovinos: S.abortusovis

e Bovinos: S.dublin

e Cerdo: S.choleraesuis

e Equinos: S.abortusequi

Estas bacterias causan la Salmonelosis, un tipo de gastroenteritis trasmitida
por alimentos. Cabe resaltar el caso particular de Salmonella typhi, quien es el
agente etiolégico mas reportado en la literatura causante de la fiebre tifoidea,
una entidad relacionada con las condiciones de sanitarias de los humanos.

Los factores de virulencia de Salmonella, obedecen a la presencia de una

endotoxina, en donde es necesario el complejo LPS para su desarrollo (31,32).

Citrobacter spp.

Este género se denomina porgque sus miembros cuentan con la capacidad para
usar citrato como Unica fuente de carbono. Entre otras cosas, se diferencian
por su capacidad para convertir el tript6fano en indol, fermentar la lactosa y
utilizar malonato. C. freundii produce H2S, de ahi que pueda confundirse con
Salmonella.

Asociados frecuentemente con infecciones de tracto urinario, en especial
aguellas asociadas con catéter insertado. Aunque han sido asiladas a partir de
las vias respiratorias, representando con mas frecuencia colonizacion que
infeccion sintomatica. Ademas, se encuentran implicadas en infecciones
intraabdominales, infecciones de tejidos blandos y osteomielitis. C. diversus ha
sido implicado en la produccion de brotes nosocomiales de meningitis neonatal.
Las cepas de C. freundii tienen genes ampCiclico inducibles que codifican la

resistencia a la ampicilina y cefalosporinas de primera generacion (33).
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Enterobacter spp.

Hasta la década de 1960 se encontraban agrupados en la clasificacion de
Klebsiella-Aerobacter. A diferencia de Klebsiella spp., los Enterobacter son
moviles y su cépsula tiende a ser menos notable. Las cepas de Enterobacter
suelen colonizar a los pacientes hospitalizados, en particular a los tratados con
antibiéticos, y han sido asociados con infecciones de quemaduras, heridas,

vias respiratorias y del tracto urinario (30).

Klebsiella spp.

Habitante natural del intestino y mucosa de la nasofaringe en animales y
humanos, asi como en el agua y la tierra. Son aisladas generalmente de
infecciones nosocomiales, como septicemias, infecciones urinarias, y en
cuadros asociados con diarreas y dolor abdominal. Su transmision se da por
ingestion de alimentos o agua contaminada con heces contaminadas. En
animales causan afecciones respiratorias, del tracto genital y diarreas. Sus

factores de virulencia son: capsula, endotoxoina, fimbrias, enterotoxina (34).

Serratia spp.

Son considerados microrganismos oportunistas, moviles y que fermentan la
lactosa con lentitud o no la fermentan. Serratia marcescens se relaciona con
enfermedades humanas. Se han comunicado raros casos de enfermedades
debidas a Serratia liquifaciens, Serratia raubidaea y Serratia plymuthica.

Entre las infecciones nosocomiales que provoca Serratia, se encuentra
aproximadamente el 4% de las bacteriemias y las infecciones del tracto
respiratorio inferior y el 2% de las infecciones de las vias urinarias, heridas
quirdrgicas y piel. Serratia presenta multiples resistencias a farmacos, lo que

complica su tratamiento con antibioticos, ante variedad de infecciones (30).

Providenciay Morganella spp.
Estos géneros son lactosa negativa, moviles y producen fenilalanindesaminasa

y H2S. Se diferencian de los bacilos enterobacterianos tipicos al expresar
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fimbrias y flagelos para dar bastones muy alargados con miles de flagelos que
translocan con rapidez a través de la superficie de placas de agar. Providencia
stuartii es un microorganismo que rara vez se aisla en la clinica, excepto a
partir de la orina de enfermos en residencias 0 en ancianos con catéteres
urinarios insertados durante largo plazo. Morganella morganii es el Unico
miembro de su género, es un aislado nosocomial poco comun, en general de

orina o heridas (30).

Pantoea spp.

Es un bacilo, que causa fundamentalmente infecciones nosocomiales, aunque
también se han descrito casos de meningitis neonatal y de artritis séptica
(36,37). Puede crecer en medios ricos en glucosa, por lo que ocasionalmente
produce infecciones relacionadas con la infusion intravenosa de sueros, que
pueden originar brotes de bacteriemia en los hospitales (38). Se ha referido un
aumento de las resistencias de este microorganismo a los antibiéticos
betalactamicos, lo que puede motivar el empleo de los carbapenemesas en
ciertos casos (35,36, 37).

Hafnia spp.

Fue considerado como miembro del género Enterobacter, sin embargo, ahora
se define como un género separado, que cuenta con una sola especie
denominada: Hafnia alvei. Son bacterias moviles. Asociadas a infecciones
nosocomiales y la sensibilidad que presentan ante los antibioticos parece ser

similar a la observada entre los microorganismos del grupo Enterobacter (30).

Proteus spp.

Desempefian un papel esencial en los procesos de putrefaccion, se hallan en la
flora intestinal de varias especies animales (roedores, aves, carnivoros,
rumiantes y porcinos). En el hombre originan infecciones urogenitales agudas,
en animales esta bacteria también es agente etiolégico de entidades como:
otitis, diarrea, infecciones de las glandulas anales, mastitis y estomatitis

ulcerosa (39).
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Yersinia spp.

Aislada frecuentemente en enteropatias humanas, y como agente causal de
linfadenitis mesentéricas en jovenes y adultos, siendo los animales la principal
fuente de contagio. Se clasifica en 34 serotipos O (Antigenos somaticos),
teniendo la capacidad de invadir y multiplicarse en los macréfagos, gracias a un

plasmido caracteristico que actua como factor de virulencia (40, 41).

2.4.2 Familia Pseudomonadaceae.

Esta familia integra un grupo de bacterias que viven casi exclusivamente como
saprofitos del suelo, el agua dulce, salada y en determinado material organico.
Se trata de bacilos rectos o ligeramente curvos, con flagelo polar, que utilizan
compuestos organicos simples como fuente de carbono y energia. Poseen
metabolismo aerobio, carecen de actividad fermentativa y producen oxidasa.
Conformada por géneros: Pseudomonas spp., Xanthomonas spp., Zooglea

spp. Y Gluconobacter spp. (42).

Pseudomona spp.

Es un bacilo que en ocasiones se encuentra capsulado. Es capaz de producir
el desdoblamiento oxidativo de la glucosa, crece en medios de cultivo simples
ya que no es un microorganismo exigente. Se caracteriza por la produccion de
pigmento. En el caso de P.aeruginosa, es de color verde azulado (la
piocianina), y para las especies de P.fluorescens y P.putida, se produce un
pigmento de color amarillo con fluorescencia verde azulada (pioverdina) (42).
Puede encontrarse en muchos fluidos, incluyendo algunas soluciones
antisépticas. Muchas veces coloniza al hombre sin causar enfermedad, pero
puede producir infeccion cuando alcanza areas del organismo que
normalmente se encuentran estériles, esto lo hace, a través de un traumatismo
o infusion. En los individuos inmunocompetentes rara vez causa enfermedad;
sucede lo contrario con los sujetos inmunosuprimidos en donde a partir de

pequefias colonizaciones de mucosas es capaz de producir infeccion. Por lo
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tanto, este microorganismo cumple un papel importante en las infecciones
hospitalarias en general, en infecciones de heridas quirirgicas, quemaduras y

en infecciones respiratorias (42).

Burkholderia spp.

Bacilo que pertenece a la familia Pseudomonadaceae; existen siete especies
del género Burkholderia de las cuales s6lo dos producen patologia en seres
humanos: B. cepacia y B. pseudomallei. Se encuentra ampliamente distribuido
en la naturaleza y se aisla del suelo, el agua, las plantas y verduras. Produce
infeccion nosocomial por contaminacion de desinfectantes, equipos médicos,
material protésico y farmacos como anestésicos o liquidos de irrigacion
urolégicos. También se han descrito casos de bacteriemias por catéter,
septicemia después de cirugia cardiaca, endocarditis por valvulas
contaminadas, infeccion del tracto urinario tras practicar cistoscopias, artritis

séptica y peritonitis (43,44).

Xantomonas spp.

El género Xanthomonas spp.Contiene principalmente especies de bacterias
que causan graves enfermedades en plantas de utilidad agricola y comercial.
Destaca su presencia en cultivos de elevado interés como arroz, algodén,
especies horticolas como tomate o pimiento y plantas lefiosas como los citricos
o los frutales de hueso. Ademas, son responsables de enfermedades en
plantas ornamentales de alto valor econdmico. Al mismo tiempo, el género
Xanthomonas spp. Constituye un grupo de bacterias extremadamente
interesante desde un punto de vista microbiolégico por presentar una alta
especificidad por el huésped, de tal manera que cepas pertenecientes a una
misma especie pueden infectar de forma exclusiva huéspedes diferentes
(45).Las bacterias de este género, incluyen mas de 100 especies de
fitopatbgenos y serovares pertenecientes a la subdivision de las
proteobacterias. A nivel microbioldégico se presentan como bacterias Gram

negativas, con forma de bastones, cuyo tamafio aproximado va de 0.4-1.5 pum
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de ancho por 1.2-4.0 um de largo, moviles por medio de un flagelo polar,
producen un pigmento amarillo cuando crecen en medio sélido y la mayoria
tienen un crecimiento lento, todas son patégenos vegetales y se encuentran

asociadas so6lo a plantas o materiales vegetales (45).

Stenotrophomona spp.

Antiguamente clasificada dentro de los géneros Pseudomonas (1961) y
Xanthomonas (1983). En 1993, Palleroni y Bradbury proponen el nuevo género
Stenotrophomonas constituido por dos especies: S. maltophilia y S. africana
recientemente aislada de LCR de un paciente infectado por VIH con
meningoencefalitis. Es un microorganismo de baja patogenicidad, y su habitat
natural es el ambiente acuatico. Resulta de importancia en patologias
nosocomiales, debido fundamentalmente a su alta resistencia a los
antimicrobianos, lo que favorece su seleccion. Los aislados clinicos
representan la mayoria de las veces colonizacion; sin embargo, se describen
cuadros graves, tales como neumonia en pacientes de UCI con ventilacién
mecanica y bacteriemias asociadas a catéter venoso central. También puede
producir en forma inhabitual meningitis, endocarditis, endoftalmitis y un amplio
rango de infecciones cutdneas como celulitis y ectima gangrenoso. Se
considera un patégeno emergente en pacientes con factores de riesgo como:
uso prolongado de diversos antimicrobianos, incluyendo carbapenémicos y
cefalosporinas de Ultima generacion, neutropenia, edad avanzada Yy

procedimientos invasores en pacientes de UCI (46,47).

Acinetobacter spp.

Son bacilos estrictamente aerobios no fermentadores, no méviles y oxidasa
negativos, que se presentan en pares al microscopio. Se distribuyen
ampliamente en la naturaleza, son importantes en el suelo y contribuyen a su

mineralizacion.

Acinetobacter es también una importante fuente de infeccion en los pacientes

inmunodeprimidos que se encuentran hospitalizados. Siendo capaces de
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sobrevivir en diversas superficies. Ocasionalmente son aislados de productos
alimenticios y algunas cepas son capaces de sobrevivir sobre diversos equipos
médicos e incluso sobre la piel humana sana. Muchas cepas de A.
baumannii son multiresistentes a antibidticos, debido a caracteristicas

contenidas en su genoma (48,30).

2.4.3 Familia Vibrionaceae

Es comun encontrarlo en las clasificaciones junto a las enterobacterias, por sus
caracteristicas morfolégicas y metabdlicas. Estos microorganismos son
acuaticos y/o marinos, ya que requieren altas concentraciones de sal para su
crecimiento (halofilas), pudiendo ser aisladas de agua de mar, tracto intestinal o
en la piel de animales marinos.

Conformada por géneros: Vibrio spp., Aeromona spp., Plesiomonas spp., y
Photobacterium spp. Su importancia est4 dada en la capacidad que tienen de
generar patologias en hombres y animales a través del consumo de aguas o

alimentos que provienen del mar (49).

Vibrio spp.

Son bacilos cortos, rectos o curvos, provistos de un flagelo polar. Son
fermentadores y oxidasa positivos. Su habitat es el agua de mar y las aguas
dulces, explicando la necesidad que tienen de varios cationes (Na +, K + y
Mg+) y de NaCl en los medios de cultivo, especialmente en concentracion de
2,5%. A nivel de patogenicidad se resalta el papel de V. cholerae, quien es el
causante del colera, que es una gastroenteritis debida a una exotoxina llamada
toxina colérica, que altera intensamente la permeabilidad de la mucosa del
intestino delgado, y da lugar a la perdida de una gran cantidad de liquido,

llegando a ser fatal, debido a la deshidratacion y perdida de liquidos (49).

Aeromonas spp.
Comprende bacilos aerobios y anaerobios facultativos, que poseen oxidasa y
catalasa, y ademas fermentan la glucosa. Algunas de ellas son maoviles, como

es el caso de A. hydrophila. Se hallan comunmente en aguas residuales y
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superficiales, asi como en el suelo y los alimentos (P.Ej: la leche). Se ha
asilado en ocasiones de las heces de las personas sanas y diversas especies

animales, aunque también es causante de infecciones y diarreas (49).

Plesiomonas spp.

Este género tiene una Unica especie P.shigelloides, y crece en medios
selectivos para las enterobacterias enteropatogenas, sin embargo, se
diferencia de ellas por su reaccion positiva a la oxidasa. Su nombre
“shigelloides” obedece a la posesion de un antigeno coman con Shigela sonnei.
Esta bacteria vive en el agua, sin embargo no resiste el agua de mar. Hasta
ahora no se le ha encontrado como agente causal de infecciones en animales,
pero en hombres se ha aislado en gastroenteritis especialmente en regiones

tropicales y subtropicales (50).

2.3. Técnicas Fenotipicas de identificacién de los microorganismos en

estudio

La taxonomia bacteriana tiene como objetivo la construccién de sistemas que
permitan clasificar a las bacterias. Dentro de la clasificacion taxondmica, las
categorias y definiciones mas utilizadas son familia (un grupo de géneros
relacionados entre si), género (un grupo de especies relacionadas entre si),
especie (un grupo de cepas relacionadas entre si), tipo (grupos de cepas
interrelacionados dentro de las especies; por ejemplo, biotipo, serotipo) y cepa
(aislamiento concreto de una especie en particular). Uno de los factores clave
para identificar a las bacterias como agentes patdégenos depende de su
aislamiento en cultivo puro. Una colonia en cultivo puro esta compuesta por un
solo tipo de microorganismo y procede de una sola célula original. Las pruebas
de identificacién se deben hacer siempre con colonias Unicas procedentes de

cultivos puros (51).
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2.3.1 Caracteristicas microscoépicas.

El estudio microscopico en fresco y tras tincion revela la forma, la manera de
agruparse, la estructura de las células y su tamafio. Segun sus caracteristicas,
las bacterias pueden clasificarse en:
Morfologia: cocos, bacilos, cocobacilos, filamentosos, bacilos curvos.
Presencia de capsula
Endosporas: ovales, esféricas, terminales, subterminales
Tamafio: cortos, largos
Disposicion: parejas, cadenas, tétradas, racimos
Este analisis se realiza mediante variedad de tinciones, como:

e Coloracion de Gram, una tincion diferencial, que utiliza dos colorantes y
clasifica a las bacterias en dos grandes grupos: bacterias Gram
negativas y bacterias Gram positivas, de acuerdo a las caracteristicas de
su pared celular (52).

e Coloracion Ziehl Neelsen,permite diferenciar a las bacterias en dos
grupos: aquellos que son capaces de resistir la decoloracion con alcohol-
acido y aquellos que no lo son. Aprovechando la complejidad bioquimica
de la pared de las micobacterias (53).

e Coloracion de Azul de metileno y tincidbn negativa, las cuales revelan la
forma (cocos, bacilos, cocobacilos, filamentosos, bacilos curvos), la
manera de agruparse, la estructura y su tamafio. Siendo, la tincién

negativa capaz de revelar la presencia de capsula (54).

2.3.2 Caracteristicas macroscopicas.
Los medios de cultivo permiten el crecimiento y multiplicacion de las bacterias

en un rango de tiempo de 18-24 horas. Todas las bacterias tienen unos

requerimientos nutricionales imprescindibles para su crecimiento. Necesitan
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una fuente de energia, una fuente de carbono, una fuente de nitrégeno,
algunas sales, oligoelementos y agua. Estos se encuentran en presentacion
liquida y sélida, con la diferencia de que el ultimo cuenta con una base de agar,
que es un polimero de origen vegetal que se mantiene en fase liquida a altas
temperaturas y al enfriarse forma un gel, manteniendo una alta humedad y
conteniendo los elementos nutricionales necesarios. El cultivo sobre medios
sélidos permite identificar facilmente las colonias bacterianas y de esta manera
clasificarlas bajo 4 caracteristicas: tamafo, forma, consistencia, y a veces por
su color (30).

Tamafio: es generalmente uniforme entre una especies y esta

determinada por los bordes y el grosor de la colonia: lisa, rugosa,

irregular, abultada o plana.

Textura: Puede variar desde seca a viscosa, con superficie lisa o

granular.

Pigmento: generalmente se produce de manera caracteristica, como es

el caso de Pseudomonas aeruginosa (pigmento verde), Serratia

marcescens (pigmento rojo)

Hemolisis. Algunas bacterias producen hemolisinas que causan la lisis

de los hematies en medios que contienen sangre. Esta hemolisis puede

ser beta (zona clara alrededor de la colonia) o alfa (halo de color

verdoso alrededor de la colonia).

Por otro lado, en medios liquidos, el crecimiento suele ser mayor, debido a la
disponibilidad de nutrientes. El medio a escoger, depende el tipo de muestra o
del microrganismo que se desea aislar, encontrandose medios bésicos, de

enriguecimiento, selectivos, diferenciales y cromogénicos (30).

a) Medios basicos: ricos en nutrientes, permiten el crecimiento de la mayoria
de las bacterias (p.ej, agar sangre)

b) Medios de enriquecimiento: estan desarrollados para recuperar bacterias
exigentes en sus requerimientos nutricionales (p.ej, caldo de tioglicolato o el
caldo BHI)
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c) Medios selectivos: contienen sustancias como cloruro sédico a dosis
elevadas, citrato sodico, cristal violeta, sales biliares o antibioticos y
antisépticos que fomentan el crecimiento de algunas bacterias y evitan el de
otras, siendo de gran utilidad para el aislamiento bacteriano a partir de una
poblacion bacteriana mixta

d) Medios diferenciales: se utilizan para poner de manifiesto caracteristicas
distintivas de las colonias. Son medios que distinguen entre distintos grupos
bacterianos en funcion casi siempre del color de sus colonias. (p.ej, el agar
MacConkey)

e) Medios cromogénicos: medios que incorporan sustancias cromo geénicas
para detectar distintas enzimas producidas por los microorganismos y que
suelen ser especificas de un género. Cuando la bacteria produce la enzima, se
hidroliza el sustrato y se libera un compuesto cromo génico que adquiere un

color intenso, dando color a la colonia.

2.3.3. Identificacidon por pruebas bioquimicas.

Permiten determinar las caracteristicas metabdlicas de las bacterias, algunas

de ellas evaluan la presencia de enzimas, o componentes metabdlicos (55).

Pruebas para identificacion preliminar con lectura inmediata:

- Catalasa: enzima presente en la mayoria de los microorganismos que
poseen citocromos. Las bacterias que sintetizan catalasa hidrolizan el
peréxido de hidrégeno en agua y oxigeno gaseoso que se libera en
forma de burbujas.

- Oxidasa: util para determinar la presencia de enzimas oxidasas. La
reaccion de la oxidasa se debe a la presencia de un sistema
citocromooxidasa que activa la oxidacién del citocromo el cual es
reducido por el oxigeno molecular produciéndose agua o peréxido de
hidrbgeno segun la especie bacteriana. sOlo se encuentra en las
bacterias aerobias, algunas anaerobias facultativas y, excepcionalmente,

en alguna microaerofila, pero las bacterias anaerobias estrictas carecen
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de actividad oxidasa.

Pruebas para lectura en 6 hrs:

B-galactosidasa (ONPG): Esta prueba demuestra la presencia de la
enzima B- galactosidasa, tras la adicion del compuesto organico O-
nitrofenil- B-D-galactopiranosido (ONPG), y posterior transformacion en
ortonitrofenol, un derivado cromo génico de color amarillo. Hay bacterias
que a pesar de poseer enzimas que hidrolizan la lactosa (B -
galactosidasas), no pueden actuar sobre ella porque les faltan las
enzimas extracelulares apropiadas (permeasas). Todas las bacterias
fermentadoras lentas de la lactosa son B -galactosidasa positivas.
Ureasa: Determina la capacidad de un organismo de desdoblar la urea
formando dos moléculas de amoniaco por accion del enzima ureasa.
Proteus se caracteriza por esta actividad enzimatica.

Indol: Mediante esta prueba se detecta la liberacion de indol en un
cultivo bacteriano. Dicha liberacion se debe a la degradacion del

aminoécido tript6fano mediante el enzima triptofanasa.

Pruebas para lectura de 18 a 48h:

Oxido-Fermentacion: atil para determinar si la utilizacion de los hidratos
de carbono por parte de un microorganismo se realiza por via oxidativa
(proceso aerbbico, presencia de oxigeno) o por via fermentativa
(proceso anaerdbico, ausencia de oxigeno).

Reduccion de nitratos: Permite apreciar la capacidad de un
microorganismo de reducir el nitrato en nitritos.

Rojo de metilo: Es un indicador de pH, y actua entre pH 4,2 y 6,3
variando desde rojo (pH 4,2) a amarillo (pH 6,3). Mediante esta prueba
se comprueba la capacidad de un microorganismo de producir y
mantener estables los productos terminales acidos de la fermentacion
de la glucosa por la via de la fermentacion acido mixta.
Voges-Proskauer: Esta prueba es utilizada para determinar si el
microorganismo fermenta la glucosa por la via butanodiolica,
generandose un producto intermedio (acetoina) formando un complejo

de color rojizo con el a-naftol.
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Agar hierro de Kligler: Mediante esta prueba se puede determinar:
La capacidad de un microorganismo de metabolizar un hidrato de
carbono especifico (en este caso glucosa, lactosa o ambas)
incorporado en un medio de crecimiento basico
Produccion o no de gases: CO2y H2 como productos finales del
metabolismo de los hidratos de carbono
Produccién de &cido sulfhidrico (H2S). El medio de Kiligler
contiene como hidratos de carbono la glucosa y la lactosa. Existe
otro medio, el triple sugar iron (TSI) que posee un tercer hidrato
de carbono, la sacarosa
Fermentacion de azucares: Util para la deteccion de la fermentacion de
carbohidratos, &cidos organicos y gas (Hz o CO2). Estos pueden
detectarse incluyendo en el medio un indicador de pH.
Hidrolisis de la esculina: Prueba para detectar la capacidad de hidrolizar
la esculina en esculetina y glucosa. La esculetina reacciona con una sal
de hierro para formar un compuesto castafio oscuro o negro, afladiendo
citrato férrico para que actie como indicador de la hidrolisis de la
esculina.
Coagulasa: Permite determinar la capacidad de coagular el plasma por
la accion de la enzima coagulasa. Se utiliza para diferenciar S. aureus
(coagulasa positivo) de otras especies de Staphylococcus spp. La
prueba de la coagulasa en tubo se puede leer tras incubacion de 4h,
pero si es negativa debe incubarse hasta 24h.
Fenilalanina-desaminasa: Esta prueba determina la capacidad de un
microorganismo para desaminar el aminoacido fenilalanina en acido
fenilpiruvico por la actividad enzimatica de la fenilalanina desaminasa,
con la consiguiente acidez resultante. Esta actividad enzimatica es
caracteristica de todas las especies de los géneros Proteus spp.,
Providencia spp. y Morganella spp.
ADNasa: Se basa en la capacidad que poseen ciertas bacterias para
hidrolizar enzimaticamente el ADN produciendo una mezcla de mono y

polinucleotidos.
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Hidrolisis de la gelatina: Esta prueba muestra la capacidad de ciertos
microorganismos para hidrolizar la gelatina a péptidos y aminoacidos,
mediante la accion de enzimas especificas denominadas gelatinasas.
Descarboxilasas: La descarboxilacion es un proceso en el cual las
descarboxilasas atacan el extremo carboxilo de los aminoécidos,
formando la correspondiente amina. Los tres aminoacidos que se
ensayan en la identificacion de enterobacterias son arginina, lisina y
ornitina. La descarboxilacion de lisina y ornitina da cadaverina y
putrescina (diaminas), mientras que la descarboxilacion de arginina da
citrulina por accion de una dehidrolasa. Esta prueba se debe realizar con
un tubo control que contiene el medio base sin aminoacido. Como la
descarboxilacion es una reaccion anaerébica, se debe cubrir el medio
con una capa de aceite mineral estéril. El proceso se produce en dos
etapas: por fermentacion de la glucosa se produce una acidificacién del
medio (pH < 6,0), apareciendo color amarillo. La acidificacion es
necesaria para que ocurra la descarboxilacion. Este "ultimo proceso da
lugar a la formacién de las aminas que elevan el pH con el consiguiente
viraje del indicador a color violeta.

Lipasa: Se basa en la capacidad que tienen ciertas bacterias de
descomponer las grasas en &cidos grasos y glicerol, por accion de la
enzima lipasa.

Lecitinasa: La prueba de la lecitinasa pone de manifiesto la produccion
de dicha enzima por determinados microorganismos, capaces de actuar
sobre la lecitina.

Utilizacion de citrato: Esta prueba sirve para determinar si un
microorganismo es capaz de utilizar citrato como Unica fuente de
carbono y compuestos amoniacales como Unica fuente de nitrégeno en
su metabolismo, provocando una alcalinizacion del medio. Entre las
enterobacterias estas caracteristicas se dan en los siguientes géneros:
Enterobacter spp., Klebsiella spp., Serratia spp., Citrobacter spp. y
algunas especies de Salmonella spp. Sin embargo, Yersinia spp.,

Salmonella typhi y Salmonella paratyphi son incapaces de crecer
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utilizando citrato como Unica fuente de carbono.

Prueba de CAMP: Sirve principalmente para determinar la capacidad de
un microorganismo para producir una proteina conocida como factor
CAMP. La proteina produce un efecto sinérgico con la 3-hemolisina de
S. aureus sobre eritrocitos ovinos y bovinos que se observa como un
fendmeno litico en la interseccién de los dos microorganismos cuando
se siembran en proximidad. Como alternativa se puede utilizar el CAMP

inverso.

Pruebas basadas en la resistencia a ciertas sustancias

Optoquina: El clorhidrato de etilhidroxicuprelna (optoquina) inhibe a muy
baja concentracion (5 pg/ml o menos) el crecimiento de S. pneumoniae,
mientras que no afecta al crecimiento de otros Streptococcus alfa-
hemoliticos.

Bacitracina: Esta prueba puede utilizarse como diagndstico presuntivo
en la identificacion de Streptococcus beta hemolitico del grupo A de
Lancefield, ya que, a diferencia de la mayoria de los estreptococos,
suelen ser sensibles a bajas concentraciones de bacitracina.

Solubilidad en bilis: Se basa en la capacidad de determinadas especies
bacterianas de lisarse en presencia de sales biliares, las mas utilizadas
son el taurocolato y el desoxicolato de sodio. Ambas provocan un
descenso de la tension superficial, que, unido a la actuacion de enzimas
auto liticos, destruyen la célula. El efecto de esta enzima autolltica se
pone de manifiesto sobre colonias de S. pneumoniae crecidas en
medios sélidos, en las que se aprecia una umbilicacion central, y
también en colonias mucoides.

Crecimiento en caldo hipersalino: Determina la capacidad de algunos
microorganismos de desarrollarse en medios de cultivo con una

concentracion de cloruro sédico del 6,5%.
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2. 4 Técnicas de caracterizacion molecular, historia, avances y desarrollo.

2.4.1. Conformacién molecular bacteriana.

“Cada bacteria posee un solo cromosoma que consiste en una unica molécula
formada por una doble cadena de ADN en forma de circulo cerrado” (56). Los
acidos nucleicos estan conformados por nucleétidos, los que a su vez estan

conformados por:

e Un azucar (desoxirribosa en ADN, ribosa en ARN)
e Una base nitrogenada: Base purica (Adenina-A, Guanina-G),
Base pirimidinica (Citosina-C, Timina-T).
e Un grupo fosfato
Los nucledtidos se unen para formar los poli nucleétidos, y finalmente integrar

los &cidos nucleicos. Existen dos tipos de acidos nucleicos:

1. ADN (Acido desoxirribonucleico): molécula bicatenaria, compuesta por

cuatro bases nitrogenadas (A,G,C,T) y desoxirribosa.

2. ARN (Acido ribonicleico): molécula monocatenaria, compuesta por cuatro

bases nitrogenadas (A,G,C,U (uracilo)) y ribosa.

El ADN cuenta con una estructura secundaria, una doble hélice tridimensional,
en donde las bases se unen por medio de puentes de hidrogeno,
enfrentdndose siempre en el mismo orden: adenina con timina y guanina con
citosina. La informacion genética esta albergada en el ADN y se encuentra

codificada por la secuencia en que se sitian las bases en el polinucleotido (57).
El ARN puede ser de tres tipos:

e ARN mensajero (ARNm)

e ARN ribosémico (ARNr)

e ARN de transferencia (ARNt)
Transcripcion del ADN: consiste en la sintesis de ARN, utilizando como molde
el ADN, generando complementariedad entre estas dos moléculas. EI ARN es
un portador de la informacién del DNA hacia los ribosomas, donde se sintetizan
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las proteinas (58).

Traduccion: proceso mediante el cual el ARNt transporta los aminoacidos al

ribosoma y traduce el mensaje del ARNm.

El ARNr junto con las proteinas, constituye los ribosomas.

2.4.2. Caracteristicas del gen 16 S.

La comparacion de la secuencia del gen rRNA 16S bacteriano ha emergido
como una técnica genética preferida. El analisis de la secuencia del gen rRNA
16S puede identificar mejor, cepas mal descritas, raramente aisladas o
fenotipicamente aberrantes, puede usarse rutinariamente para la identificacion
de micobacterias, y puede conducir al reconocimiento de nuevos patdgenos y

bacterias no cultivadas (59).

En la década de 1960, Dubnau et al (60). Observé la conservacion en la
secuencia de genes 16S rRNA con relacion a Bacillus spp. El uso generalizado
de esta secuencia de genes para la identificacion bacteriana y taxonomica, fue
estudiado por el pionero Woese, quien definié propiedades importantes del
gen: resaltando el hecho de que parece comportarse como un cronémetro
molecular, seguido de que su conservacion lo sugiere como un componente
critico de la funcién celular. Por lo tanto, pocos otros genes son tan altamente

conservados como el gen 16S rRNA.

La secuencia del gen 16S rRNA es de aproximadamente 1,550 pb de largo y se
compone de ambas regiones variables y conservadas. El gen es
suficientemente grande, con suficientes polimorfismos interespecificos, como
para proporcionar distintivas y estadisticamente validas
mediciones. Normalmente, los cebadores universales se eligen como
complementarios de las regiones conservadas al comienzo del gen y en la
region de 540 pb o al final de la secuencia completa (aproximadamente la
region de 1,550 pb). Aunque 500 y 1.500 pb son longitudes comunes para
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secuenciar y comparar, las secuencias en bases de datos pueden ser de varias
longitudes (59).

El ARNr 16S contiene nueve regiones (V1-V9) menos conservadas o
hipervariables (60), que son las que aportan la mayor informacion util para
estudios de filogenética y taxonomia. Las regiones conservadas son de gran
ayuda para disefiar iniciadores universales que permitan la amplificacion de las
diversas regiones hipervariables de la gran mayoria de los ARNr 16S de los

microorganismos presentes en una comunidad.

La secuencia del gen 16S rRNA se ha determinado para un gran numero de
cepas. GenBank, el banco de datos mas grande de las secuencias de
nucleétidos, tiene mas de 20 millones de secuencias depositadas, de las cuales
mas de 90.000 son del gen 16S rRNA. Esto significa que hay muchas
secuencias previamente depositadas contra las cuales comparar la secuencia

de una cepa desconocida.

Por ultimo, el gen 16S rRNA es universal en las bacterias, y es por ello que se
puede medir entre todas las bacterias. En general, la comparacién de las
secuencias de genes 16S rRNA permite la diferenciacion entre los organismos
a nivel de género a través de todos los principales phylum de bacterias,
ademas de clasificar las cepas en mudltiples niveles, incluyendo lo que ahora

llamamos el nivel de especies y subespecies (61).

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 bp

unspecific applications
VARIABLE REGIONS: group or species-specific applications

Figura 2Regiones conservadas e hipervariables de un gen 16S rRNA. (3)

2.4.3. Reaccién en Cadena de la Polimerasa - PCR.

Es una técnica de diagndstico que consiste en la realizacion de ciclos a
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repeticion de procesos de: desnaturalizacion, hibridacion y polimerizacion del
ADN, para finalmente conseguir la amplificacion del mismo en millones de
copias. Esto se logra con la ayuda de una polimerasa termoestable que es
capaz de sintetizar la cadena complementaria de cada una de las hebras de
ADN, usando un iniciador o cebador (pequeiio polinucleotido) complementario
a el ADN diana. “desde el extremo 3'del cebador, la polimerasa va
incorporando los nucledtidos complementarios a la cadena de ADN para formar

una nueva molécula de ADN bicatenario” (62).
Extraccién de DNA.

Consiste en el aislamiento del material genético, como primer paso para la
identificacion molecular, resultando imprescindible usar un método que permita
la obtencion de un DNA de alta pureza, integridad, y calidad(63).Las técnicas
de obtencion de ADN tienen como objetivo, la separacién de este, de todos
los componentes celulares obteniendo una preparacion homogénea que
represente la informacién genética entera del organismo en estudio (62).En
general, los métodos para aislamiento y purificacibon de ADN comprenden
cuatro pasos esenciales: ruptura celular, remocion de proteinas y ARN,
concentracion de ADN, y determinaciéon de la pureza y cantidad del ADN, los

cuales se detallan a continuacién (64).

La fase de ruptura celular, comprende basicamente la liberaciébn del DNA
intracelular. Normalmente este proceso se realiza con ayuda de un tratamiento
enzimatico previo (P.ej: lisozima), seguido del uso de agentes quimicos y/o
mecanicos. A continuacion se remueven las proteinas y ARN, o restos
celulares no deseados; para este fin, son usados meétodos enzimaticos, o
aguellos basados en las propiedades fisicas y quimicas de los acidos nucleicos
y las proteinas (P.ej: la diferencia de solubilidad). La siguiente etapa consiste
en realizar procesos de concentracion de ADN de alto peso molecular,
removiendo nucleotidos, aminoacidos e impurezas de bajo peso molecular
remanentes en la soluciéon luego de la ruptura celular, para ello se elabora una

precipitacion del DNA, comunmente con alcoholes.(64)

Finalmente, el proceso puede ser evaluado, determinando la concentracion y
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pureza del ADN, en términos de calidad y cantidad de ADN obtenido (64).

Electroforesis.

Es una técnica que se usa para describir la migracion de una particula cargada
bajo la influencia de un campo eléctrico. Esto es logrado, gracias a la
capacidad de las moléculas como: aminoacidos, péptidos, proteinas,
nucleétidos, &cidos nucleicos, de poseer grupos ionizables y cargados como
cationes o aniones. Estas especies cargadas se van a separar en funcion de su
carga cuando se aplica un voltaje a través de los electrodos. El tipo de
electroforesis que se usa actualmente es la electroforesis de zona, en la cual la
muestra se desplaza sobre un soporte solido, como papel de filtro, celulosa o
gel (agarosa, acrilamida) y los componentes de la muestra migran en forma de
pequefias bandas, también llamadas zonas. Para la separacion de moléculas o
fragmentos de moléculas de &cidos nucleicos es comunmente utilizada la
electroforesis en gel. Para la realizacion de esta técnica se requieren los

siguientes materiales:

e Polimeros: como la poliacrilamida o la agarosa

e Tampon de pH alrededor de 8.
La metodologia consiste en sumergir el gel en el tapén y agregar la carga
respectiva, para que de esta manera las moléculas de DNA o RNA se
desplacen a través del gel hacia el polo positivo (ya que a pH superiores a 5
poseen carga negativa). Los geles se comportan como un tamiz molecular y
permiten separar moléculas cargadas en funcion de su tamafo y forma. Asi,
moléculas de DNA de diferente tamafio, van a migrar de forma distinta en un
gel de electroforesis. La distancia recorrida por cada fragmento de DNA va a
ser inversamente proporcional al logaritmo de su peso molecular. Es importante
la utilizacion de marcadores de tamafio conocido porque nos permitiran calcular
los pesos moleculares de las muestras de DNA problema. En el caso de los
geles de agarosa, se le afiade bromuro de etidio, sustancia que se intercala
entre las bases del DNA y es fluorescente cuando se ilumina con luz

ultravioleta. Tras la electroforesis, se visualiza el gel con una lampara de luz
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UV, y se veran las bandas correspondientes a las muestras de DNA aplicado y
los marcadores de peso molecular (65).

Secuenciacion.

Secuenciacion mediante Sanger.

La secuenciacion de Sanger se basa en la polimerizacion del ADN y el uso de
dideoxinucleétidos que sirven como terminadores de la reaccion. En la
actualidad la reaccion de secuenciacion se basa en una modificacion de la
PCR con dideoxinucle6tidos marcados con fluoroforos y se resuelve mediante
una electroforesis capilar. El sistema mas utilizado es el desarrollado por
Applied Biosystems (66).

Sequencing reaction Capillary
eIectrophoresns

known unknown
sequence sequence
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Figura 3Técnica de secuenciaciéon mediante el método de Sanger (67).

El inconveniente de esta estrategia, venia tras el posterior analisis, cuando las
sefales fluorescentes requerian de una normalizacion para tratar de corregir
los posibles errores debidos a alteraciones en la movilidad o problemas en la
intensidad de emision. Tras la normalizacion, la informacion de la secuencia
que aportaba el software quedaba recogido en formato FASTA o bien, en

formato FASTQ, el cual también contenia la calidad de la secuencia. Hasta
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hace relativamente poco, el método de Sanger ha sido la técnica mas
empleada para abordar este tipo de estudios, ya que permitia la obtencion de
lecturas (fragmentos de acidos nucleicos secuenciados) de alrededor de 1 kb, y
de buena calidad, con un error de menos de 1% por base. Sin embargo, no
discernia en la deteccion de homopolimeros, y requeria de unos costes que,
por entonces, muchos de los laboratorios no se podian permitir. En la
actualidad, la secuenciaciéon Sanger ha sido reemplazada para los grandes
proyectos por las nuevas estrategias. Sin embargo, sigue siendo utilizada a
pequefia escala como método de validacién de resultados de las otras técnicas
de secuenciacién mas novedosas (67).

Aspectos de la identificacion bacteriana mediante secuenciacion del
ADNr 16S.

El método molecular de identificacion bacteriana mediante secuenciacion del
ADNr 16S incluye tres etapas: a) amplificacion del gen a partir de la muestra
apropiada; b) determinacion de la secuencia de nucleotidos del amplicon, y c)

analisis de la secuencia.

Sustrato
Aislamiento/muestra clinica

l

Extraccién de ADN

|

Mezcla de los componentes
de la reaccién de amplificacién

|

Amplificacién del ADNr 16S
(completo o parcial)

|

Secuenciacién del amplicén

|

Analisis de la secuencia &

SRS
— Correccién de errores
— Comparacién con otras secuencias

a
— Trazado del arbol filogenético s
n

Figura 4Etapas a seguir en el proceso de identificacion bacteriana mediante
secuenciacion del ADNr 16S (68).

Bases de datos y estrategias de andlisis.

Debido a que la asignacion taxondémica se realiza por comparacion de

secuencias, las bases de datos donde se almacenan estas secuencias, las
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herramientas de busqueda y las estrategias de comparacién son primordiales.
Existen distintas bases de datos y programas que se pueden utilizar para la
asignacion taxondémica; cada programa sigue diferentes estrategias de analisis
y las bases de datos con las que operan muestran algunas variaciones. El nivel
de desarrollo que han alcanzado los estudios sobre el ARNr 16S y sus
aplicaciones, ha favorecido el establecimiento de bases de datos especificas,
gque son herramientas fundamentales para la clasificacion taxonOmica

microbiana. (68)
Bases de datos generales

El Centro Nacional para la Informacion Biotecnolégica (NCBI) de los Estados
Unidos es la institucién con mayor namero de secuencias depositadas en sus
bases de datos, el GenBank, con mas de 182 millones de registros (Fig. 5). Las
secuencias del ARNr 16S estan localizadas en dos bases de datos con
secuencias de nucledtidos: la base de datos no redundante, que contiene mas
de 30 millones de registros, y la base de datos 16S, que contiene solamente
secuencias (17,600, completas en su mayoria) del ARNr 16S de bacterias y
arqueas identificadas. Si bien ambas bases de datos pueden servir como
referencia para la busqueda y comparacion de secuencias nucleotidicas,
mediante el algoritmo BLAST, la base de datos no redundante es mas amplia y
contiene las colecciones de secuencias del GenBank, del Instituto Europeo de
Bioinformética (EMBL-EBI), del Banco de Datos de ADN de Japén (DDBJ), y
del Banco de Datos de Proteinas (PDB).

Se le considera no redundante porque en algunos casos las secuencias
idénticas han sido fusionadas en una sola entrada, que conserva el nimero de
acceso, el identificador del GenBank, titulo e informacion taxondémica para cada
secuencia. A traves del International
NucleotideSequenceDatabaseCollaboration (INSDC), la informacién del
GenBank también se puede encontrar en las bases de datos de EMBL-EBI y
DDBJ. La INSDC es una iniciativa de larga duracion entre DDBJ, EMBL-EBI y
NCBI para mantener actualizadas y accesibles las bases de datos de

secuencias y la lectura de datos crudos, asi como los alineamientos y
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ensambles para anotaciones funcionales y con informacion contextual

relacionada a las muestras (69).
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Figura 5Crecimiento exponencial del nUmero de secuencias ARNr 16S
registradas en el GenBank del Centro Nacional para la Informacion
Biotecnolégica (NCBI) de los Estados Unidos (70).
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3. DISENO METODOLOGICO

3.1 Tipo de investigacion
Cuantitativa, descriptivo explorativo.

3.2 Universo, poblacién, muestra

Universo: Cepario Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca
Poblacién: Bacterias Gram negativas del Cepario

Muestra: 41 bacterias

3.3. Hipétesis, variables, indicadores

Hipotesis

El uso de microorganismos en investigacion, educacion y analisis clinicos a lo
largo de los afios, ha facilitado el estudio de las caracteristicas de estas
especies, conociendo asi su modos de comportamiento en diferentes entornos
y a diferentes grados de estrés, que facilitan sus altas tasas de mutaciones y
grandes problemas en salud publica por la resistencia que se presenta en

paralelo al uso de antibioticos de amplio espectro.

Se busca identificar molecularmente 41 bacterias Gram negativas tomadas del
cepario de la Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca logrando una
afinidad mayor o igual al 97% frente a las bases de datos encontradas en el
Genbank.

Variable Independiente: bacterias Gram negativas a nivel fenotipico y

genotipico del Cepario de la Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca

Variable Dependiente: indicadores bioquimicos y pruebas moleculares para

identificacion de género y especie a las 41 bacterias Gram negativas
Indicadores

Los indicadores escogidos para evaluar y dar seguimiento a la investigacion,

fueron los siguientes:
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Cumplimiento de los protocolos establecidos para la identificacion
microbiolégica y conservacién de los microorganismos en estudio
Resultados con un porcentaje de aceptaciéon superior a un 95% de
identidad significativa, mediante los métodos microbioldgicos

Resultados con un porcentaje de aceptacién superior a un 97% de
identidad significativa, mediante los métodos moleculares

Divulgacion de los resultados y el producto de este proyecto

Registro de la coleccion de microorganismos Gram negativos, ante el
Instituto de Investigacion de Recursos Biologicos Alexander von
Humboldt

En el anexo 6 se presenta el nivel de cumplimiento de los indicadores al

finalizar el trabajo. (Ver anexo 1)

3.4. Técnicas y procedimientos

Todos los procesos fueron realizados en camara de flujo laminar, para

conservar la esterilidad de los materiales y evitar su posible contaminacion.

FASE 1. Reconocimiento y vinculacién con las cepas

El cepario de la UCMC cuenta con una serie de 41 cepas Gram
negativas, las cuales se encuentran disponibles para la realizacion de
clases y otros procesos de importancia en la academia.

En la Fase 1 del proceso investigativo, se efectué una siembra de
indculo primario,de cada una de las bacterias, a partir de un Agar
McConkey que es un medio selectivo diferencial, con in6culos de
coloniasa una temperatura de 37°C, en un tiempo no superior de 18 a 24
horas, con el fin de determinar la pureza y viabilidad de los
microorganismos, observando posteriormentela morfologia
macroscopica y microscopica de la bacteria, se realizd6 siembra por
agotamiento e identificacion con coloracion Gram en tiempos: cristal
violeta (2min), lugol (5 min), alcohol (30 seg), fuschina (1 min), en frotis

de lamina, respectivamente.
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Aquellas cepas que una vez analizadas a nivel macroscopico Yy
microscopico, no contaron con las caracteristicas especificas de cada
especie se les realizo una reactivacion, mediante descongelacién de
semiStock, que se encuentra a una temperatura de -70°C,ya que con
anterioridad se encontraban en una suspension en un caldo con glicerol
para evitar criocristalizacion de la membrana celular bacteriana. Se
ejecutola descongelacion de acuerdo a lo mencionado en la fase 2.

Las cepas que realizadas lasverificaciones, confirmaron sus
caracteristicas macroscoépicas y microscopicas pasaron a la Fase 3 del

proyecto.

FASE 2. Activacion de cepas

La reactivacion de cada una de las cepas se llevé a cabo siguiendo el
protocolo de Sanchez y Corrales (2005) (32), donde se selecciond las
cepas a trabajar almacenadas a -70°C. Se efectu6 su correcta
descongelacién a unatemperatura ambiente por un tiempo de 15 a 30
minutos para evitar, afectar la membrana bacteriana por los cambios

fuertes de temperatura.

Posteriormente se paso el contenido a tubos con caldo BHI (Brain Heart

Infusion), para luego, incubar a 37°C durante 18 a 24 horas.

Pasado el tiempo de incubacion se observo el crecimiento en los tubos
por la presencia de turbidez, y subsiguientementefue sembrada con asa
microbiolégica parte del contenido, de estos tubos, en agar McConkey,
para incubar a 37°C durante 18 a 24 horas.

Consecutivamentese verifico las siembras en agar McConkey, con el fin
de analizar la pureza y la viabilidad de cada una de las cepas utilizadas,
realizando el mismo proceso de la Fase 1, observando caracteristicas
macroscopicas de las colonias y caracteristicas microscopicas a traves

de la coloraciéon de Gram.
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FASE 3. Confirmacion del perfil bioquimico de los microorganismos

Con el fin de determinar la correcta identificacion de las cepas, y
confirmar las especies de los mismos, se utilizd el sistema de

identificacion rapido BBLCrystal para Gram negativos.

Se siguidé el protocolo del Kit BBL Crystal para Gram negativos,
partiendo de una siembra de no méas de 18 horas de incubacién, en
condiciones asépticas, tomamos una azada del cultivo del
microorganismo y se resuspendié en el liquido de inoculacion que
provee el kit hasta que se observo turbiedad, se realizécomparacion con

escala de Mcfarland 0.5.

Fue vertido el contenido en la base de color negro del Kit.
Después, se distribuyd por todo el canal, con el fin de llenar todos los
pocillos. Se regreso el exceso de indculo concentradoa un costado de la
base. Se abri6 el empaque que contiene los 30 pozos con los diferentes
medios de cultivo para la reaccion y se colocd sobre la base,
alineandolohasta que hiciera un “clic’. Posteriormente se ubic6 sobre la
base blanca un poco de agua, para evitar la desecacion.

Se incubd por 24 Horas, a 35°C.
A continuacién se efectlo lectura después de las 24 horas comparando
los cambios evidenciados por el cambio de color en una tira de colores

establecida por el Kit comercial para bacterias Gram Negativas.

Luego se tomaron los resultados obtenidos en un formato de llenado

suministrado por el Kit comercial, que contiene
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Figura 6Esquematizacion de panel de reacciones fermentativas para
identificacion de bacterias Gram Negativas. (71)

Célculo del numero de perfil de BBL Crystal

- A cada resultado del analisis con un resultado positivo se le asigno un
valor de4, 2, 6 1, correspondiendo a la fila donde esta ubicado el
analisis. Se asign6 un valor de 0 (cero) a cualquier resultadonegativo.
Después se sumaron los niumeros (valores) resultantes de cada reaccion
positiva en cada columna. Se generd unnumero de 10 digitos; éste es el
namero de perfil.

Ejemplo
A B C D E F G H I J
4 t t t - - t t - t -
2 - - t - + - - t t -
1 t - - - - - - t t t
Perfil 5 4 6 0 2 4 4 3 1 1

Figura 7Representacion esquematica de perfiles bioquimicos de positividad y
negatividad para bacterias Gram negativas Autores Guzman y Moreno 2018
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- El ndmero de perfil resultante y los resultados del andlisis fueron de
linea con el (indol y oxidasa), se introdujeron en un software en el que se
encontraba instalado el libro de cédigos electrénico del sistema BBL
CrystallD, para obtener la identificacién. También haydisponible un libro
de cbdigos manual.

- Para los resultados aportados por el BBLCrystal para Gram negativos,
se tuvd en cuenta un porcentaje de aceptacion superior al 95% de
especificidad, para que las bacterias pasasen a la FASE 4 del proceso

investigativo.

FASE 4. Preparacion de muestras para biologia molecular

- Una vez identificados bioquimicamente, los microorganismos fueron

almacenados a 4°C para su posterior caracterizacion molecular.

- En el proceso de la Fase 4, se emple6 un nuevo pase del
microorganismo en agar McConkey y se incubd a 37°C durante 24
horas. Pasado el tiempo de incubacion se usaron tubos eppendorf para
dispensar 800 ul de caldo LB (Luria Bernati) con el inoculo obtenido del
agar y se efectudé siembracon asa microbiolégica, se incubd a 37°C
durante 24 horas, en agitacion constante con un agitador automatizado
(250 rpm).

- Tras la incubacion, los tubos fueron centrifugados en una
microcentrifuga sigma, por 10 min a 13.000 rpm. Se descartd el

sobrenadante, conservando el pellet el cual fuerefrigerado a 4°C.
FASE 5. Biologia molecular

- De las 41 cepas analizadas se eligieron 26 para la fase de secuenciacion

por cuestiones presupuestales del proyecto.
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- A las 41 muestras bacterianas, seleccionadas para la extraccion de DNA,
se uso el Kit Zymo Research Quick-DNA Universal, que permitio extraer el
material genético aislandolo de proteasas y nucleasas que
pudierandegradar el material genético bacteriano, mediante unas columnas
de elusién en forma de Spin (Rodillo). Que facilito la obtencion de
productos purificados de una manera mas eficiente que otros Kits

comerciales.

NO Buffer
Contamination

Zymo Research

Figura 8 Representacion de Columna Kit Zymo Research DNA (98)

-Posteriormente se efectu6é la amplificacion del material genético
mediante una PCR convencional, la amplificacion de la region 16S por
PCR se realiz6 utilizando los cebadores 16S-8F 5- AGA GTT TGA TCC
TGG CTC AG -3y 16S-1492R 5- ACG GTT ACC TTG TTA CGA CTT-3
suministrados por la empresa IDT (Integrated DNA Techologies),este par
de cebadores amplifica un fragmento de aproximadamente 1.500 pb del
gen 16S rRNA y se considera que es universal para el dominio
Bacteria(72), la enzima utilizada fue OneTaq® Quick-Load® 2X Master
Mix with Standard Buffer de New England Biolabs (Inglaterra).
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A continuacion se describen las cantidades utilizadas de cada reactivo para la
preparacion de la Master Mix.

Tabla 2 Master Mix para llevar a cabo la PCR volumen final de 50 microlitros

Componente Concentracion para volumen final
de 50,0ul
OneTag® Quick-Load®

et =300
Primer 16S-8F 1,0 pl

Primer 16S-1492R 1,0 pl

Agua Desionizada 21,0 ul
DNA (10ng/pl) 2,0 ul

Autores Guzméan y Moreno 2018

- Se utilizé el termociclador (Multigene Optimax Labnet), agregando las
muestras en la base del termociclador y programando la amplificacion para

gen 16s DNA, se programo para efectuar ciclos de amplificacion. Que se
describen a continuacion

Tabla 3Condiciones de PCR para la amplificacion de la region 16S

Desnaturalizacién | 94°C, 10 min

Desnaturalizacion 94°C, 30 min
Anillamiento 50°C, 1:30 min 35-40
ciclos
Extension 72°C, 2 min

Extension final 72°C, 15 min

Autores Guzman y Moreno 2018

A continuacion se realiz6é un protocolo de verificacion donde se comparé en
un gel de agarosa al 2%, tefiido con GelGreen Nucleic Acid Gel Stain,
10,000X in water (Probiotek), el éxito de la extraccion de ADN y el producto
de amplificacion de PCR, adicionando el marcador de peso molecular
Hyperlander Il y un control negativo.
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Hyperiadder il

Figura 9 Rango de cobertura del marcador de peso molecular Hyperladder I
(73)

- Los productos de PCR de la region 16S-8F; 16S-1492Rde las 41 bacterias
fueron observados mediante electroforesis en gel de agarosa al 2%. De los
50pul de producto, fueron sembrados en los geles 15ul para su observacion
y los restantes 35pul fueron conservados a 4°C hasta su envio al servicio de

secuenciacion en Corpogen.

- Se enviaron los 26 productos de amplificacion de PCR, para su respectiva
secuenciacion mediante método de Sanger en electroforesis capilar.
Finalmente, se realiz6 la edicibon de los datos recibidos de las
secuenciaciones por medio de una homologia con el programa Chromas
Lite (versibn 2.6.5), para comparar el resultado de las secuencias
obtenidas con las bases de datos pertenecientes al GenBank del NCBI
(USA) con el algoritmo BLASTn, asumiendo una identidad significativa
superior o igual al 97% con respecto a la base de datos del NCBI (National

Center for Biotechnology Information).

Figura 10Representacion electroferograma secuencia bacteriana Autores
Guzman y Moreno 2018.
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4. RESULTADOS

FASE 1: En esta fase se realiza aislamiento de un pase primario de Agar

MacConkey a un nuevo Agar McConkey y se incubo a 37°C por 24 horas,

pudiendo observar que, 41 de las bacterias mostraron caracteristicas

compatibles y algunas de ellas mostraron variabilidad en la fermentacién de

lactosa. A 3 cepas pertenecientes al género Shigella, se les realizo

reactivacion (Fase 2).Los resultados se muestran a continuacién en la

Figura 11.

Resultado de la
tincion de Gram

Resultado cultivo
en agar MacConkey

Resultado de la
tincion de Gram

Resultado cultivo en agar
MacConkey

002 Escherichia coli ATCC

004 Escher

ichia coli nativa

Bacilos gruesos Gram
negativos pequenios,
no esporulados.

Colonias grandes y
rojas con un halo

Cocobacilos Gram
negativos pequenos.

Colonias grandes y rojas con
un halo turbio. Lactosa

turbio. Lactosa positiva.
positiva.
007 Escherichia coli polifenoles 016 Shigella sonnei

Cocobacilos Gram
negativos pequefios.

Colonias grandes y
rojas con un halo
turbio. Lactosa
positiva.

Bacilos Gram negativos
con extremos
redondeados.

Colonias incoloras y
transparentes, redondas,
borde irregular, no
pigmentadas. Lactosa
negativa.
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015 Shigella dysenteriae

017 Shigella flexnerii

Bacilos Gram
negativos con
extremos
redondeados.

Colonias incoloras y
transparentes,
redondas, borde
irregular, no
pigmentadas.
Lactosa negativa.

Bacilos Gram negativos
con extremos
redondeados.

Colonias incoloras y

transparentes, redondas,

borde irregular, no

pigmentadas. Lactosa

negativa.

019 Salmonel

la enteritidis

020 Salmonella typhi

Bacilos relativamente
gruesos Gram
negativos pequefios

Colonias incoloras
transparentes.
Lactosa negativa.

Bacilos relativamente
gruesos Gram
negativos pequefios

Colonias incoloras

transparentes. Lactosa

negativa.

021 Salmonella typhimurium

028 Citrobacter Diversus

Bacilos relativamente
gruesos Gram
negativos pequefios.

Colonias incoloras
transparentes.
Lactosa negativa.

Bacilos Gramnegativos
rectos.

Colonias lisas, convexas y

circulares de bordes

definidos. Lactosa positiva.
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029 Citrobacter koseri

030 Citrobacter freundii

Bacilos Gram
negativos rectos.

Colonias lisas,
convexas y
circulares de bordes
definidos. Lactosa
negativa.

Bacilos Gram negativos
rectos.

Colonias lisas, convexas y
circulares de bordes
definidos. Lactosa positiva.

032 Enteroba

cter cloacae

033 Enterobacter gergoviae

Bacilos Gram
negativos.

Colonias lisas,
hamedas, grises,
mucoides de color

rosa pélido. Lactosa
débilmente positiva.

Bacilos Gram
negativos.

Colonias lisas, huimedas,
grises, mucoides de color
rosa palido. Lactosa
débilmente positiva.

034 Enterobacter aerogenes

037 Klebsiella pneumoniae

Bacilos Gram
negativos

Colonias lisas,
hdmedas, grises,
mucoides de color

rosa palido. Lactosa
positiva.

Cocobacilos Gram
negativos.

Colonias grandes rosadas
mucosas. Lactosa positiva.
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040 Klebsiella pneumoniae suelo

038 Klebsiella oxytoca

Cocobacilos Gram

Colonias grandes

Colonias grandes, mucosas

negativos rosadas mucosas, Cocobacilos Gram de color rosado palido.
Lactosa positiva. negativos Lactosa positiva.
039 Klebsiella ozaenae 041 Klebsiella rhinoscleromatis

Cocobacilos Gram
negativos

Colonias incoloras
mucosas. Lactosa
negativa.

Cocobacilos Gram
negativos

Colonias grandes rosadas
mucosas. Lactosa positiva.

043 Serratia marcescens

044 Serratia liguefaciens

Bacilos Gram
negativos.

Colonias sin
pigmento, mucoides,
pequefas. Lactosa
negativa.

Bacilos Gram
negativos.

Colonias pigmentadas,
mucoides, pequefias.
Lactosa negativa.

046 Proteus mirabilis

047 Proteus vulgaris

Bacilos Gram
negativos

Colonias incoloras,
con crecimiento
superficial extensivo
(swarming). Lactosa
negativa.

Bacilos Gram negativos

Colonias incoloras, con

crecimiento superficial

extensivo (swarming).
Lactosa negativa.
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048 Providencia rettgeri

050 Pantoea agglomerans

Bacilos Gram
negativos largos

Colonias incoloras,
pequefias,
puntifomes, borde
definido. Lactosa
negativa.

Bacilo Gram negativo

Colonias incoloras,
pequefas, mucosas, borde
definido. Lactosa negativa.

052 Hafnia alvei

053 Morganella morganii

Bacilos Gram
negativos.

Colonias incoloras,
translucidas,
convexas. Lactosa
negativa.

Bacilos Gram
negativos.

Colonias pequefias, bordes
irregulares, incoloras,
brillantes. Lactosa negativa.

054 Yersinia enterocolitica

055 Aeromonas hydrophila

Cocobacilos Gram
negativos.

Colonias puntiformes
incoloras. Lactosa
negativa.

Bacilos Gram negativos
curvos.

Colonias incoloras,
circulares, translucidas.
Lactosa negativa.

058 Pseudomona putida

060 Pseudomona fluorecens

Bacilos Gram
negativos cortos

Colonias incoloras,
bordes irregulares,
convexas, lisas,
pueden producir
pigmento. Lactosa
negativa.

Bacilos Gram negativos
cortos

Colonias incoloras, bordes
irregulares, convenxas, lisas,
pueden producir pigmento.
Lactosa negativa.
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061 Pseudomona aeruginosa ATCC

062 Pseudomona aeruginosa ambiental

Bacilos Gram
negativos cortos.

Colonias incoloras,
bordes irregulares,
convenxas, lisas.
Lactosa negativa.

Bacilos Gram
negativos.

Colonias incoloras, bordes
irregulares, convexas, lisas.
Lactosa negativa

059 Burkhold

eria cepacia

063 Xanthomona axonopolis

Bacilos Gram

Colonias pequenias,
mucoides, brillantes,

Bacilos Gram

Colonias mucoides,

negativos. bordes irregulares. negativos. convexas, bordes
Lactosa negativa. irregulares. Lactosa
negativa.
064 Vibrio algynoliticus 065 Vibrio metschnikovii

Bacilos cortos curvos
Gram negativos.

Crecimiento en Agar
nutritivo con adicion
de NaCl 1%
Colonias
Blanquecinas,
planas con bordes

definidos

Bacilos cortos curvos
Gram negativos.

Crecimiento en Agar nutritivo
con adicion de NaCl 1%
Colonias Blanquecinas,

planas con bordes definidos
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066 Plesiomonas shigelloides 057 Stenotrophomona maltophilia

Colonias rugosas,

Bac||os_Gram CoIonlas_ pequenas, | Bacilos Gram negativos pequefias, color amarillo
negativos. bordes irregulares, pequerios. verdoso, brillante. Lactosa
planas. Lactosa negativo
negativa. .

072 Acinetobacter baumannii

Bacilos Gram negativos. Colonias generalmente no pigmentadas ,mucoides,
pequenias, grises, bordes indefinidos. Lactosa negativa.

Figura 11. Caracteristicas microscopicas y macroscopicas de las bacterias en
estudio. Autores. Guzman y Moreno 2018.

FASE 3: Mediante el sistema de identificacion rapido BBLCrystal,se
identificaron las bacterias que se describen en la (tabla 4)yusando el método
tradicional de pruebas bioquimicas en tubo se identificaron las bacterias
descritas en la (tabla 5).Todas ellas tuvieron un porcentaje de aceptacion
superior al 95% de identidad, con lo que finalmente las 41 cepas, tuvieron
nuevamente resultados correctos y fue posible continuar con la siguiente

fase.
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Tabla 4. Porcentaje de identificacion de sistema BBL Crystal 41

bacterias Gram Negativas

fétdigo Bacteria del Gram Crecimiento P.Or?ll?iltgje'dte Oxidasa | Indol
Cepario | CePATIO agar identificacion BBL
McConkey Crystal
002 Escherichia coli Bacilos Lac Positiva | 99.7% Neg Pos
ATCC Negativos
004 Escherichia coli Cocobacilos | Lac Positiva | 99.9% Neg Pos
Nativa Negativos
007 Escherichia coli Cocobacilos | Lac Positiva | 98.3% Neg Pos
Polifenoles Negativos
016 Shigella sonnei Bacilos Lac Indeterminado| Neg Neg
Negativos | Negativa
015 Shiguella Bacilos Lac Indeterminado| Neg Var
dysenteriae Negativos Negativa
017 Shiguella flexneri | Bacilos Lac Indeterminado| Neg Neg
Negativos Negativa
019 Salmonella Bacilos Lac 97.2% Neg Neg
enteritidis Negativos Negativa
020 Salmonella typhi Bacilos Lac 99.0% Neg Neg
Negativos | Negativa
021 Salmonella Bacilos Lac 99.0% Neg Neg
typhimurium Negativos Negativa
028 Citrobacter Bacilos Lac 99.9% Neg Pos
diversus Negativos | Positiva
029 Citrobacter koseri | Bacilos Lac 99.9% Neg Pos
Negativos Negativa
030 Citrobacter Bacilos Lac 99.9% Neg Var
freundii Negativos | Positiva
032 Enterobacter Bacilos Lac 99.0% Neg Neg
cloacae Negativos | debilmente
Positiva
033 Enterobacter Bacilos Lac 95.9% Neg Neg
gergoviae Negativos | debilmente
Positiva
034 Enterobacter Bacilos Lac 95.6% Neg Neg
aerogenes Negativos | debilmente
Positiva
037 Klebsiella Cocobacilos| Lac 96.2% Neg Neg
pneumoniae Negativo Positiva
038 Klebsiella oxytoca | Cocobacilos| Lac 99.2% Neg Neg
Negativo Positiva
039 Klebsiella ozaenae | Cocobacilos | Lac 99.6% Neg Neg
Negativos | Negativa
041 Klebsiella Cocobacilos | Lac 99.8% Neg Neg
rhinoscleromatis Negativos | Positiva
040 Klebsiella Cocobacilos | Lac 96.2% Neg Neg
pneumoniae suelo | Negativos | Positiva
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043 Serratia Bacilos Lac 99.9% Neg Neg
marcescens Negativos Negativa
044 Serratia Bacilos Lac 99.9% Neg Neg
liquefaciens Negativos Negativa
046 Proteus mirabilis | Bacilos Lac 99.7% Neg Neg
Negativos Negativa
047 Proteus vulgaris Bacilos Lac 99.9% Neg Pos
Negativos | Negativa
048 Providencia Bacilos Lac 99.9% Neg Pos
rettgeri Negativos Negativa
050 Pantoea Bacilos Lac Indeterminado| Neg Var
aglomerans Negativos | Negativa
052 Hafnia alvei Bacilos Lac 99.9% Neg Neg
Negativos | Negativa
053 Morganella Bacilos Lac 96.4% Neg Pos
morganii Negativos Negativa
054 Yersinia Cocobacilos | Lac 99.9% Neg Var
enterocolitica Negativos | Negativa
055 Aeromonas Bacilos Lac 95.7% Pos Var
hydrophila Negativos Negativa
058 Pseudomonas Bacilos Lac 95.4% Pos Neg
putida Negativos Negativa
059 Burkholderia Bacilos Lac 97.2% Deb Neg
cepacia Negativos Negativa
060 Pseudomonas Bacilos Lac Indeterminado| Neg Neg
fluorecens Negativos Negativa
061 Pseudomonas Bacilos Lac 99.4% Neg Neg
aeruginosa ATCC | Negativos Negativa
062 Pseudomonas Bacilos Lac 99.3% Neg Neg
aeruginosa Negativos | Negativa
Ambiental
063 Xanthomonas Bacilos Lac Indeterminado| Neg Neg
axonopodis Negativos Negativa
064 Vibrio Bacilos Se 99.4% Pos Neg
anginolyticus curvos evidencio
Negativos crecimiento
Agar
Nutritivo
1% NaCl
065 Vibrio Bacilos Se 99.9% Neg Neg
metschnikovii curvos evidencio
Negativos crecimiento
Agar
Nutritivo
1% NaCl
066 Plesiomonas Bacilos Lac 99.9% Pos Neg
shigelloides Negativos Negativa
057 Stenotrophomonas | Bacilos Lac Indeterminado| Neg Neg
maltophilia Negativos | Negativa
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072 Acinetobacter Bacilos Lac 99.3% Neg Neg
baumannii Negativos | Negativa

Nomenclatura: Lac: Lactosa, Pos: Resultado positivo, Neg: Resultado negativo,
Var: Resultadovariable /o débilmente, Indeterminado: Sefialalas bacterias
quedurante elanalisisenelsistemaBBL Crystalno selogré unasimilitud con
lo reportado en las bases de datos del programa BBL Crystal o diferia la
especie analizada

Autores Guzman y Moreno 2018

Tabla 5. Resultados de las pruebas bioquimicas realizadas en tubo a las
cepas indeterminadas en el estudio.

Codig OXID | CATAL | T | LI |MI|U|C|l F|M|NRlV|G]|S L M | LI | A | ORN
0 MICROOR ASA ASA Sl A O|R|S| E Ol | M P L A A A S R

GANISMO H E Al T |T U| C|C]|N G

S A R

Shigell | N P HIK/'|l: |NNN N|N|PIPIN|V| N|N|P|N|N| P
016 | asonn 2$S| A | N

ei :N

Shigell | N P HI{K/|LL|NNWN|N|PIPIN|]V|N|N|P|N|N| N
015 adyge ?S AV

nteriae :N

Shigell | N P HI{K/|LL|NNN|N|PIPIN|]V|N|N|P|N|N| N
017 | aflexn 2$S| A | N

erii ‘N

Pantoe | N P H | K/| I |V|V|V|P|PIVIP|V]|V|V]|V|N|N| N
050 | aagglo S| A|V

merans N

Pseudo | P N H | K/| I | VP N|P|NPIN|P|N|NJ|P|N|P| N

monafl S: K N
060 uorece N

ns

Xantho | N P H | K/| I [NNV| N|P|NPIN|P|P|N|P|P|N| N

monaa S: K N A
063 xonopol N

is

Stenotro N P H | K/| I [NNV| N|P|VIPIN|V|N|P|N|P]|N \Y

phomon S: K N A
057 a N

maltophi

lia

Nomenclatura: N: Resultado negativo, P: Resultado positivo, V: Resultado variable i/o indiferenciable, H,S: Bacterias
productoras de Acido sulfhidrico,LIA:Agar de hierro y lisina, MIO:Movilidad, Indol, Ornitina, CS:Simmons Citrato,
FEA:Fenilalanina, MOT: Motilidad, NITR: Nitratos, RM: Rojo de Metilo, VP:Voges Proskauer, GLU: Glucosa, SAC: Sacarosa,
LAC: lactosa, MAN: Manitol, LIS: Lisina, ARG: Arginina, ORN: Ornitina,K/A: Se observa tubo color violeta en la superficie y
amarillo en el fondo, el color amarillo se debe a la fermentacion de glucosa. Puede haber o no produccién de gas. Se
interpreta Lisina negativa. Quiere decir que no descarboxilo ni desamino la lisina.K/K:Se observa tubo color violeta,
descarboxilacién de la lisina con produccién o no de gas.Se interpreta Lisina Positiva.NA: No aplica

Autores Guzman y Moreno 2018
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FASE 4 Y 5: Los resultados de la evaluacion del producto extraido y
amplificado mediante PCR, con gel de agarosa, pueden ser visualizados en las
figuras 10,11.12.13:

6 7 8 9 10 11 12 131415161718

100

[T T T

Figura 12. Electroforesis bacteriana 1 Autores Guzman y Moreno 2018

Electroforesis en gel de agarosa al 2% tefido con GelGreen Nucleic Acid Gel
Stain, 10,000X in water (Probiotek) de ADN gendmico extraido mediante el Kit
Zymo Research Quick-DNA Universal, a partir de cultivos bacterianos, 1: E. coli
nativa, 2. E. coli polifenoles, 3: S. flexneri, 4. E. aerogenes, 5: S. dysenteriae,
CN: Control negativo de la PCR (H20 desionizada), 6: C. koseri, E. cloacae, 7:
K. pneumoniae, 8: S. sonnei, 9: K. oxytoca, 10: C. diversus, 11: E. gergoviae,
12: E. coli ATCC, 13: S.typhi,14: A. baumannii, 15: S. typhimurium, 16: C.
freundii, 17: E. cloacae, 18: S. enteritidis, MP: Marcador de peso molecular.
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Figura 13.Electroforesis bacteriana 2 Autores Guzman y Moreno 2018

Electroforesis en gel de agarosa al 2% tefiido con GelGreen Nucleic Acid Gel
Stain, 10,000X in water (Probiotek) de ADN genomico extraido medianteel Kit
Zymo Research Quick-DNA Universal a partir de cultivos bacterianos,
18:K.0zaenae, 19:K. rhinoscleromatis, 20:K.pneumoniae suelo, 21:S.
marcescens, 22: S. liquefaciens, 23:P. mirabilis, 24:P. vulgaris, 25:P. rettgeri,
26: P. agglomerans, 27:H. halvei, 28:M. morganii, 29:Y. enterocolitica, 30:A.
hydrophila, 31:P. putida, 32:B. cepacea, 33:P. fluorecens, 34:P. aeruginosa
ATCC, MP: marcador de peso molecular 1500 pb, CN: Control negativo de la
PCR (H20 desionizada).
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Figura 14. Electroforesis bacteriana 3 Autores Guzman y Moreno 2018

Electroforesis en gel de agarosa al 2% tefido con GelGreen Nucleic Acid Gel
Stain, 10,000X in water (Probiotek) de ADN gendmico extraido mediante el Kit
Zymo Research Quick-DNA Universal a partir de cultivos bacterianos,
35:P.aeruginosa ambiental, 36: Xanthomona spp., 37:V.angynoliticus,
38:V.metschnikovii, 39:P.shigelloides, 40: S. maltophilia, 41: K. oxytoca, MP:
Marcador de peso molecular 1500 pb, CN: Control negativo de la PCR (H20

desionizada).

De las 41 bacterias, fueron escogidas 26 para secuenciar. Estas secuencias
finalmente fueron compradas con las bases de datos pertenecientes al
GenBank del NCBI (USA) con el algoritmo BLASTn, para comparar los dos
algoritmos y asi determinar género y especie de las bacterias estudiadas
basandose en las bases de datos que contiene este programa, el cual puede
ser consultado a nivel mundial y se agregan diariamente nuevos especimenes

para enriquecer la informacién. En la tabla 6 se presenta las 26 bacterias
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editadas, comparadas y confirmadas con BLAST. Ver tabla 6.

Los resultados obtenidos tras la secuenciacion, se presentan como

electroferogramas y pueden ser consultados en el Anexo 2.
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Tabla 6. Comparacion de 41 bacterias Gram negativas reconfirmadas por BBL Crystal y 26 bacterias Gram Negativas

secuenciadas, editadas, comparadas y confirmadas con BBL Crystal y BLAST.

Codigo | Aislamient Nombre d Porcentaje Bacteria | Direccion | Porcentaje | Bacteria Acceso Gen Bank
o 8m tre. e 1delB1I';|Ifiad reportada de la . dg Reportada en
acteria Crystal BBL Crystal | secuencia Identidad | Blast
002 | Donacién 99.7% Forward 98% Escherichia coli https://www.ncbi.nim
secretaria o o Reverse 98% strain FORC_o042 | -nih.gov/nucleotide/C
de salud Escherichia Escherichia chromosome P025318.1?report=g
coli ATCC coli ’ enbank&log$=nuclto
complete genome | o\t rank=16RI
D=8R4EA44301R
004 | Donacion 99.9% Forward 99% Escherichia coli https://www.ncbi.nlm
ICA - .. | Reverse 99% strain 14ECo .nih.gov/nucleotide/C
Escherichia Escherichia chromoiomeSB P024147.1?report=g
coli Nativa coli ’ enbank&log$=nuclto
complete genome p&blast rank=5&RI
D=7ES69R6P015
007 | Donacion 98.3% Forward 99% Escherichia coli https://www.ncbi.nim
ICA Escherichia herichia | REVerse strain XX13 16S | -nih.gov/nucleotide/
e gy | hosomal XA | LS Do
- 0 . —_— —
Polifenoles gene, partial [top&blast rank=1&
sequence RID=7ERZVXJK015
016 | Donacién Confirma Forward 98% Shigella flexneri https://www.ncbi.nim
secretaria da con Reverse 99% strain 9oft3aii 16S | -Nih.gov/nucleotide/
de salud higell técnica ribosomal RNA | MG639914.1%report
Shigella . . =genbank&log$=nuc
sonnei en tubo | Shigella spp. gene, partial ltop&blast rank=1&
sequence RID=7ERWTA6GO01
5
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015 | Donacion Confirma Forward 97% Shigella https://www.ncbi.nlm
secretaria da con dysenteriae strain | nih.gov/nucleotide/K
de salud Shiguella técnica Shiguella | Reverse 97% ISO2 16S Y971287.12report=g

dysenteriae en tubo Spp- ribosomal RNA enbank&log$=nuclto
gene, partia] p&blast rank=1&RI
sequence D=93FYVXFP015

017 | Donacion Confirma
secretaria Shiguella da con Shiguella lizd
de salud flexneri téenica " No se realiz6 pruebas moleculares

en tubo

019 | Donacion 97.2% Forward 98% Salmonella https://www.ncbi.nlm
secretaria Reverse 97% enterica strain .nih.gov/nucleotide/C
de salud Salmonella Salmonella MFDS1004024 P025745.1?report=g

enteritidis spp. chromosome enbank&log$=nuclto
’ p&blast rank=2&RI
complete genome | p-7ERF35F8014

020 | Donacion 99.0%
secretaria Salmonfalla Salmonella No se realiz6 pruebas moleculares
de salud typhi Spp-

021 | Donacion 99.0% Reverse 99% Salmonella https://www.ncbi.
secretaria Forward 99% enterica subsp. nlm.nih.gov/nucleo
de salud Salmonella enterica serovar tide/LT795114.1?r

typhimurium Salmonella Typhimurium eport=genbank&lo
spp. isolate VNB151- g$=nucltop&blast r
sc-2315230 ank=15&RID=7ER
genome assembly, | NoAJ4014
chromosome: 1

028 | Donacién Citrobacter 99.9%

fff;fﬁﬂf diversus Citrobacter

Spp.

No se realiz6 pruebas moleculares
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029 | Donacién 99.9% Forward 98% Citrobacter koseri https://www.ncbi.
secretaria Reverse 97% partial 16S rRNA | nlm.nih.gov/nucleo
de salud . . : ; 9

Citrobacter Citrobacter gene, strain tide/L.T899939.1°r
koSeri S HAMBI 1287 eport=genbank&lo
pp- g$=nucltop&blast r
ank=2&RID=EKWA

EDNHo1R

030 | Donacion 99.9% Forward 97% Citrobacter https://www.ncbi.nim
secretaria Reverse 97% freundii strain W- | -nih.gov/nucleotide/K
de salud R-4-3-116S U570381.1?report=g

Citrobacter Citrobacter i enbank&log$=nucito
ribosomal RNA &bl =1&R|
freundii tial p&blast rank=
SPp- gene, partia D=8R72BSB4015
sequence

032 | Donaci6n 99.0% Forward 99% Enterobacter https://www.ncbi.nlm
secretaria Reverse 99% cloacae strain -nih.gov/nucleotide/K
desalud | Enterobacter Enterobacter RCB96216S TZSllzgil?éeportI:tq

SPP rlbosomalt_RIl\IA p&blast rank=1&RI
g:ggégz‘é 1a D=ECSF6MW3014
Donacion .9%
033 n t 10 Enterobacter 95:97 Enterobacter .,
(siecrel afila gergoviae spp No se realiz6 pruebas moleculares
€ salu :

034 | Donacion 95.6% Forward 97% Enterobacter https://www.ncbi.nim
secretaria Reverse 97% aerogenes strain gégg%é “i{f'eo“de/ K
de salud 700 1 ; 1 .1?report=g

Enterobacte Enterobacter R(l)\? A 6Sn12boeslgtril:ll enbanké&log$=nuclto
r aerogenes Spp- & P p&blast rank=1&RI

sequence

D=8R2KSSRO0O01R
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Y - P :

037 | Donacion | yjepgiella | 96-2% Klebsiella -
secretaria . No se realiz6 pruebas moleculares
de salud pneumoniae Spp.

038 | Donacion 99.2% 99% Klebsiella oxytoca | https://www.ncbi.nim
ICA . . 97% strain AA18 16S .nih.gov/nucleotide/

Klebsiella Klebsiella ribosomal RNA MG571764.1?report
oxytoca Spp- : =genbank&log$=nuc
gene, partial ltop&blast rank=6&
sequence RID=7ER5VAX5014
= 5

039 | Donacion |y jopgella | 990% | Kiebsiella iy
secretaria No se realiz6 pruebas moleculares
de salud 0zaenae Spp-

041 | Donacion 99.8% Forward 98% Klebsiella https://www.ncbi.nim
secretaria Reverse 98% pneumoniae strain | -Nih.gov/nucleotide/K
desalud | Klebsiella CIFT MFB B e

rhinosclerom Klebsiella spp. 10569(4F11) 16S eria e Otk 11O
atis ribosomal RNA p&blast rank=1&RI
. D=7ESCE68H014
gene, partial
sequence

040 | Donaci6on 96.2% Forward 100% Klebsiella https://www.ncbi.
secretaria Reverse 100% pneumoniae strain | nlm.nih.gov/nucleo
de salud B12 16S tide/KJ160218.12re

Klebsiella ribosomal RNA port=genbank&log

pneumoniae Klepsiella spp. gene, partial $=nucltop&blast ra

Suelo sequence nk=4&RID=EBXGA
ZAVo1R

043 | Donacion Serratia 99.9%
secretaria Serratia spp. No se realiz6 pruebas moleculares
de salud marcescens
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044 | Donacién 99.9% Forward 97% Serratia plymutica. | https://www.ncbi.nlm
secretaria . ] JDS8 16S ribosomal | -hih.gov/nucleotide/K
de salud Serratia Serratia spp. RNA gene, partial J191397.1?report=q

liquefaciens ’ enbank&log$=nuclto
sequence p&blast rank=1&RI
D=93GD8H9Y014

046 | Donacion 99.7% Forward 100% Proteus mirabilis https://www.ncbi.nim
secretaria Reverse 99% strain AUMC B- .nih.gov/nucleotide/
de salud Proteus Proteus spp. 199 168 ribosomal MG066449.1?report

mirabilis . =genbank&log$=nuc
RNA gene, partial [top&blast rank=1&
Sequence RID=7EPXJHN1014

047 | Donacién Proteus 99.9%
secretaria . Proteus spp. No se realiz6 pruebas moleculares

vulgaris
de salud
Donacid - 9% o

048 Onacon | -0\ idencia 99-976 Providencia .,
secretaria : No se realiz6 pruebas moleculares
de salud rettgeri spp.

050 | Donacion Confirma
secretaria Pantoea da con Pantoea s N ligd b lecul
de salud aglomerans téenica pp. o se realiz6 pruebas moleculares

en tubo

052 | Donacién 99.9% Forward 97% Hafnia alvei strain | https:/www.ncbi.nim.ni
secretaria Reverse 98% SP19 16S ribosomal | h.gov/nucleotide/JN40
desalud | Hafnia alvei Hafnia spp. RNA gene, partial | 2468.12report=genban

sequence k&log$=nucltop&blast
rank=8&RID=7EPUN4
PD014

053 | Donacion 96.4% Forward 99% Morganella https://www.ncbi.nlm
secretaria Reverse morganii strain .nih.gov/nucleotide/K
de salud Morganella Morganella wf-2 168 Tosgligil?éeportlth

T . enbank&log$=nuclto
morganii . %
9 Yy 99% rlbosomli! IIINA p&blast rank=1&RlI
ENE, partia D=7EPRY79D014
sequence
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054 | Donacion 99.9% Forward 99% Uncultured https://www.ncbi.nim
secretaria versini Reverse Proteus sp. clone .nih.gov/nucleotide/K
de salud erSInII{.;l_ . SPB-4 16S T633571?report=ge

nter 1t1 . . = i
enterocolitic Yersinia spp 98% ribosomal RNA nbanké&log$ n_uclallq
a tial n&blast rank=1&RI
gene, partia D=7EPKKZ5X014
sequence
0)
055 Corpprad Aeromonas 95.7% Aeromonas .,
a Biocol hydrophila o No se realiz6 pruebas moleculares
LTDA Pp-

058 | Donada 95.4%
por Pseudomona Pseudomona N lizd b lecul
estudiante s putida s Spp. o se realiz6 pruebas moleculares
s UCMC

o,

059 | Comprad | g\ yoideri | 97-2% | Burknolderi .

a Biocol . No se realiz6 pruebas moleculares
LTDA a cepacia a spp.

060 | Donacién Confirma Forward 97% Pseudomonas https://www.ncbi.
secretaria da con Reverse aeruginosa strain | nlm.nih.gov/nucleo
de salud técnica Kasamberis 16S | tide/KY549651.17r

Pseudomona | entubo | Pseudomona 98% ribosomal RNA eport=genbank&lo
s fluorecens S spp. gene, partial g$=nucltop&blast r
sequence ank=10&RID=EHG
V4N8o0014
061 Comprada 99.4%
ANNAR
DIAGNOS
TICO Pseudomona Pseudomona
LTDA s aeruginosa . No se realiz6 pruebas moleculares
ATCC s aeruginosa
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062 | Donacion 99.3% Forward 100% Pseudomonas https://www.ncbi.nim
ICA Pseudomona Reverse 99% aeruginosa strain | -nih.dov/nucleotide/
s aeruginosa Pseudomona YU_V3516S MG807469.17report
Ambiental S SPP- ribosomal RNA | 5220 F ot e
gene, partial RID=7ENA4AZB014
sequence
063 | Donacion Confirma Forward 97% Xanthomonas sp. | https:/www.ncbi.nlm
ICA da con Reverse 100% TB8-9-1I 16S .nih.gov/nucleotide/A
Xanthomona | 4z.nic, | Xanthomona ribosomal RNA Y599706.1?re£)ort:q
S spp. en tubo S Spp. gene, partial enbank&loq$:nuclto
’ p&blast rank=1&RI
sequence D=7ENUKJDGO014
064 | Donacion 99.4% Forward 99% Vibrio cholerae https://www.ncbi.nlm
secretaria Vibrio Reverse 99% strain A1552 .nih.gov/nucleotide/C
de salud anginolyticu Vibrio spp. chromosome 1, Zgﬁzgig&gg{ﬁo
S complete p&blast rank=1&RI
sequence D=7EP45MC2014
065 Donaci(’?n Vibrio 99.9% Forward 98% Vibrio _ https://www.ncbi.nlm
secretaria hnikov Vibrio s Reverse 98% parahaemolyticus | -nih.gov/nuccore/300
desalud | Mmetschni pp- partial 16S rRNA | 293884
I gene, strain MS27
066 | Compra 99.9% Forward Plesiomonas https://www.ncbi.nlm
de ) ) shigelloides strain .nih.gov/nucleotide/
Quimirel | oies o o7% | L5 16 ribosomal | 2 2 e
’ PP RNA gene, partial It(q)p&blast r;nk:l&
sequence RID=93GKBM93014
057 | Compra Confirma
de da con
Quimirel | Stenotrophomo | técnica | Stenotrophom N .,
nas maltophilia | en tubo onas spp. o se realizé pruebas moleculares

76




072 | Donaci6on 99.3% Forward 97% Acinetobacter https://www.ncbi.nim

secretaria Reverse 97% seifertii strain Vé6d | -nih.gov/nucleotide/
. ? =

desalud | Acinetobacter Acinetobacter 16S ribosomal MF3250207report=g

" . enbank&log$=nuclali
baumannii Spp- RNA gene, partial qn&blast rank=14&.

sequence RID=ECY16K4F014
&from=203&t0=870

NOMENCLATURA: Secretaria de Salud: se refiere a aquellas cepas que fueron donadas por parte de la Secretaria de Salud, como se describié an teriormente, este
proceso de donacién y/o canje, fue parte importante en el desarrollo del Cepario, ya que permitié6 ampliar el nimero de cepas que conforman la coleccién y asi mismo
enriquecer cada una de las practicas que se llevan a cabo con el uso de estas cepas.Quimirel:hace referencia a las cepas compradas.ICA: se refiere a las cepas
donadas por el Instituto Colombiano Agropecuario.
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5. DISCUSION

La tecnologia cuenta con herramientas que facilitan y fortalecen la
identificacion de los microorganismos. Si bien la microbiologia convencional
brinda un acercamiento a la identidad de un organismo vivo, y ofrece
informacion muy importante en el ambito investigativo, el uso de técnicas de
biologia molecular actualmente permite identificar la conformacion genética que
garantiza que un microorganismo que se quiera utilizar o preservar cuente con
todas sus caracteristicas, como es el caso de las bacterias ambientales donde
no se cuenta con identificacion fenotipica y es alli donde las estrategias

moleculares han facilitado en gran medida la identificacion de estas especies.

En este trabajo se quiso confirmar la identidad bioquimica de los 41
microrganismos Gram negativos del Cepario de la UCMC. Tanto el aspecto
macroscopico de las colonias, como la morfologia microscépica y las pruebas
bioguimicas estaban acorde con lo reportado por varios autores,De la Rosa et
al. (30), Orjuela et al. (68).

Las bacterias que fueron confirmadas y que por lo tanto, presentaron
concordancia entre los resultados bioquimicos y genéticos fueron: las tres
especies de E.coli(002, 004,007), Salmonella (019,021),Citrobacter(029,030),
Enterobacter (032,034), Proteus (046), Hafnia (052), Morganella (053),
Xanthomona (063), Plesiomona(066)

En esta investigacion se trabajé con tres cepas diferentes deEscherichiacoli,
cada una de ellas provenia de un lugar de origen diferente. Los resultados
obtenidos permiten confirmar que a nivel bioquimico presentan el mismo perfil,
a nivel genético todas ellas obtuvieron un porcentaje de aceptabilidad superior
al 97%, sin embargo, a nivel molecular sus caracteristicas son diferentes,
especificamente en el nUmero de pares de bases que presentaba cada una de
ellas, teniendo que la cepa deEscherichia coli ATCC(002)mostraba 1441pb,la
cepa de Escherichia coli Nativa(004)con 781 pby la cepa de Escherichia coli

Polifenoles(007)tenia 841 pb. Este datoademas puede apreciarse en la Figura

12, la cual muestra la electroforesis realizada del producto de PCR de estas
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tres bacterias, y muestra claramente la diferencia de pares de bases que tienen
estas bacterias.

La cobertura se refiere al nUmero de veces que se secuencia un mismo
fragmento (74), lo que permite detectar los polimorfismos. Para el estudio de
E.coli, se busco y se logré obtener un nivel de cobertura alto lo que permitio
identificar los polimorfismos y con esto diferenciar las tres cepas. Con énfasis
en la cepa de 007, catalogada por el Cepario como Eschericha coli polifenoles,
nombrada asi por su lugar de procedencia, se logré por caracterizacion
molecular identificarla como Escherichia coli strain XX13 16S ribosomal RNA
gene - partial sequence. Yong et al. (75), afirma que este microorganismo
presenta asociaciones con compuestos nitrogenados que facilitan la
nitrificacion y mitigaciones potenciales de pesticidas en los suelos,siendo una
cepa beneficiosa para procesos de biorremediacion, adicionalmente se ha
reportadoque la cepa 007 contienemas de 10 genes asociados a la produccion
de biodisel, gracias a su capacidad de utilizacion de forma natural de
compuestos como azucares y alcoholes de azlcar, que son capaces de

generar energias sustentables (76, 77).

Los resultados bioquimicos rectificaron el género de las tres cepas de Shigella.
La cepa 015 (S.dysenteriae) confirmd su especie y género en un 97% de
identidad, a pesar de ello, los resultados moleculares arrojaron que la cepa 016
quien estaba caracterizada como S.sonnei, a nivel genético es realmente S.

flexneri.

Sucede lo mismo con el género Citrobacter, en donde las especies C.diversus
y C.freundii, presentaron fermentacion positiva para lactosa (70) y C.koseri,
arrojo un resultado negativo, Acosta et al. (79), postulan que C.koseri, puede
ser considerado como un fermentador lento de lactosa. Esta variabilidad
metabdlica no es significativa ya que las pruebas moleculares confirmaron en
un 97% la identidad de las especies C.freundii y C.koseri, cabe resaltar que a
nivel molecular las cepas se identificaron con un porcentaje de identidad

superior al 97%.
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Uno de los resultados no acordes fue el del cultivo de la cepa de Klebsiella
ozaenae, que presentd fermentacion negativa de lactosa, a diferencia de las
demas especies de su género, esto puede ser explicado con lo postulado por
Padilla et al. (69), quien afirma que es posible que las especies de Klebsiella
sean fermentadoras o como es el caso particular de K.ozaenae, ser

fermentadoras variables de lactosa.

Las caracteristicas bioquimicas para el género Klebsiellapresentaron un alto
porcentaje de identidad, el resultado de las pruebas moleculares confirmo las
cepas 038(K.oxytoca) y 040 (K.pneumoniae suelo), a pesar de ello la cepa 041
(K. rhinoscleromatis) a nivel genético es realmente K.pneumoniae, esto puede
ser explicado porArenas et al. (80), quien menciona que K.rhinosclemomatis es
una subespecie de K.pneumoniae,por lo tanto para su identificacion es
necesario aumentar la cobertura para detectar los posibles polimorfismos (81,
82).

La cepa 040 (K.pneumoniae suelo), que fue aislada de una muestra de suelo y
posteriormente donada al Cepario por el ICA (Instituto Colombiano
Agropecuario), se diferencia a nivel molecular de la cepa de origen clinico 037
(K.pneumoniae), por la cantidad de pares de bases que presenta, ademas el
BLAST confirma que su naturaleza es de orden ambiental debido a su perfil
genético (83), gracias a su funcién celulolitica que le provee enzimas como -
glucosidasa, xilanasa, y B-xilosidasa, quienes tienen capacidad para degradar

material organico.

La cepa 044 quien se encontraba caracterizada como Serratia liquefaciensa
nivel molecular se confirm6 como Serratia phymuthica, esto se puede explicar
ya que estos dos tipos microrganismos presentan relaciones estrechas en
cuanto a su hibridacion de ADN, estan asociadas con la secrecion de
sustancias quimicas (Enzimas lipoliticas) que favorecen el crecimiento de
plantas, las dos pertenecientes al complejo Serratia liquefaciens-
proteamaculans-grimessi, en el caso de la cepa S.plymuthica, presenta un
pigmento rojo que se evidencid en la identificacion macroscopica (Figura 11),se

ha aislado de muestras de suelo, agua y esputo de pacientes con osteomielitis
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cronica (84).

En el andlisis de la secuencias de la cepa 054 (Yersinia enterocolitica), se
encontr6 que realmente era una cepa de Proteusesto se sustenta en lo
postulado porLavalett et al. (85), quien encontré que podrian haber reacciones
cruzadas entre los iniciadores deseados con diferentes géneros de la familia
Enterobacteriaceae, (Proteus spp., Yersinia spp., E. coli, Klebsiella spp.,
Citrobacter spp., Shigella sp y Aeromonas spp.),gracias a sus grandes niveles

de homologia como lo presentado en el proyecto.

Uno de las resultados que no fueron acordes a lo planteado fenotipicamente
fue el caso de la cepa 060 (P.fluorecens) quien no logro ser identificada por el
sistema BBL Crystal y fue necesario hacer confirmacion por técnicas en tubo.
En el perfil genotipico arrojo un resultado diferente, asociandose con la especie
P.aeruginosa,esto debido a que las dos especies bacterianas estan
rigidamente correlacionadas con infecciones oportunistas en los humanos y su
identificacion resulta muy vaga por métodos fenotipicos, es por esto que el
microambiente de crecimiento propicia condiciones de mutabilidad constante
favoreciendo heterogenicidad de sus secuencias y arrojando resultados
diferentes por motivos de regiones hipervariables a través de las secuencias de
ARNr 16S como lo comenta Bodilis et al. (86).

En el caso de las cepas de Vibrio ninguna de las dos cepas analizadas
V.alginolyticus(064)y V.metschnikovii (065), correspondieron a las registradas
anteriormentepor  pruebas fenotipicas del cepario, puesto que
V.alginolyticus(064)resulto ser V.cholerae, y V.metschnikovii (065) fue descrita
a nivel genotipico como V.parahaemolyticus. Estas cepas fueron cultivadas en
Agar NaCl 0,5%, debido a sus requerimientos asociados a concentraciones de
NaCl que propician sus condiciones de crecimiento, adicionalmente comparten
atributos distintivos con los integrantes de la familia Enterobacteriaceae, que
sugieren un origen evolutivo comun (87). En la caracterizacion molecular las
dos especies 064 y 065, presentaron un nivel de homologia del 98%
comparada con las bases de Datos BLAST, sin embargo como lo comenta
Bunpa et al (88) y Nishibuchi et al. (89), las especies de Vibrios son dificiles de
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identificar por métodos genotipicos ya que especies como V. parahaemolyticus,
V. alginolyticuspresentan un nivel de identidad del 99.8% en el gen 16s rRNA.
Se hace necesario la utilizaciéon de cebadores como toxR y mas sin embargo
se suelen presentar falsos positivos en la identificacibn de estas especies
bacterianas por la relacion estrecha de sus secuencias(90). Es importante
destacar que la identificacion de la cepa de V.choleraele permitird a la
universidad realizar nuevas investigaciones acerca de un microrganismo que

no se encontraba disponible en el Cepario.

La cepa A. baumanni (072), registré un porcentaje de identidad del 97% en el
BLASTn para A. seifertii,siendo explicado por Nemec et al. (91), quien
menciona que existe un estrecha relacion entre la especie A. baumanni y A.
seifertii quienes hacen parte del complejo ACB (Acinetobacter calcoaceticus -
Acinetobacter baumannii),generalmente asociado a infecciones nosocomiales
en nifios y en adultos mayores, compartiendo aproximadamente un promedio
de mas del 90% de aminoacidos(92).Por esta razén es razonable hipotetizar
que A. seifertii y A. baumannii comparten un repertorio comun de genes de
resistencia para sobrevivir en el entorno nosocomial. Este resultado concuerda
con lo evidenciado en el crecimiento en agar McConkey con una fermentacion
de lactosa positiva sustentado en la literatura la cual argumenta que A.
seifertii puede ser un fermentador de lactosa variable (93, 94)

Bosshard (95), comenta que en grandes laboratorios y en corporaciones de
investigacibn muchas veces por presupuesto usan solo una secuencia, bien
sea Foward o Reverse para identificar las cepas, pero aumenta el rango de
inespecificidad en un 47%, es por ello que en este estudio se utilizaron las dos
secuencias, con el fin de obtener un rango mas amplio de exactitud y de esta

manera identificar correctamente la bacteria.

Finalmente se sugiere para mejora del Cepario tener en cuenta lo realizado por
este trabajo, aspectos como el nombre cientifico de las cepas, el cambio de
identificacion de aquellas cepas que mediante caracterizacion molecular

arrojaron resultados diferentes, la codificacién de todas las cepas, la
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incorporacion de la informaciéon de los comportamientos variables a nivel
metabdlico que se reportaron en esta investigacion, ademas del uso para fines
investigativos de las nueva especies encontradas y que como se ha descrito
anteriormente tienes capacidades de biorremediacion, degradacion, absorcion
de nutrientes y elaboracion de biocombustibles o en algunos casos son

agentes patoldgicos de importancia clinica.

83



6. CONCLUSIONES

Fueron identificadas 26 bacterias Gram negativas pertenecientes a la coleccion
de cultivos de microrganismos de la universidad colegio mayor de
Cundinamarca, mediante técnicas moleculares y bioquimicas (Escherichia coli
strain FORC_042, Escherichia coli strain 14EC033, Escherichia coli strain XX13
, Shigella flexneri strain 90ft3aii, Shigella dysenteriae strain 1ISO2 , Salmonella
enterica strain MFDS1004024, Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Typhimurium isolate VNB151-sc-2315230, Citrobacter koseri strain HAMBI
1287, Citrobacter freundii strain W-R-4-3-1, Enterobacter cloacae strain
RCB962, Enterobacter aerogenes strain Z90, Klebsiella oxytoca strain AA18,
Klebsiella pneumoniae strain CIFT MFB 10569, Klebsiella pneumoniae strain
B12, Serratia plymutica. JD8, Proteus mirabilis strain AUMC B-199, Hafnia alvei
strain SP19, Morganella morganii strain wf-2,Proteus sp. clone SPB-4,
Pseudomonas aeruginosa strain Kasamberl5, Pseudomonas aeruginosa strain
YU V35, Xanthomonas sp. TB8-9-1l, Vibrio cholerae strain, Vibrio
parahaemolyticusstrain ~ MS27, Plesiomonas shigelloides strain  JL5,

Acinetobacter seifertii strain V6d).

Se observaron variabilidades en la fermentacion de lactosa a nivel
macroscopico que son importantes para entender el comportamiento de la
bacteria, pero no afectan su identificaciébn bioquimica y genética. Mediante las
técnicas moleculares se identificaron especies que no habian sido reportadas
en el Cepario y que cuentan con caracteristicas industriales, ambientales y
clinicas que las hacen importantes para el desarrollo investigativo del programa

de Bacteriologia y Laboratorio Clinico

La informacidén suministrada por este proyecto a la Universidad Colegio Mayor
de Cundinamarca, ha favorecido el mejoramiento del Cepario, dando solucién
al planteamiento del problema inicial y cumpliendo el principal objetivo de la
investigacion. Para la Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca sera muy
valiosa esta informacion, pues finalmente contribuira a que el Cepario a futuro,
pueda ser registrado ante el Instituto de Investigacion de Recursos Bioldgicos
Alexander von Humboldt.
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Anexos
Cumplimiento de indicadores del
proyecto de investigacion
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Indicadores de evaluacion del proyecto

Anexo 1. Analisis del cumplimiento de los indicadores del proyecto.

El grafico anterior permite analizar el cumplimiento de los 5 indicadores

postulados para la evaluacion del presente proyecto de investigacion.

En donde el indicador nimero 1, se cumple en un 100%, teniendo en cuenta

los antecedentes y la literatura, de las cuales el proyecto baso sumetodologia.

Para el indicador nimero 2, hay cumplimiento en un 100%, ya que el requisito
gue se tuvo en cuenta para que las bacterias pasaran a la siguiente fase de la
metodologia (fase molecular), era tener un 95% de identidad significativa en las

pruebas microbioldgicas.

El indicador nimero 3 se cumpli6 en un 100% para las 26 bacterias que
pudieron ser identificadas hasta especie. Sin embargo el estudio contaba con
una muestra total de 41 bacterias, de las cuales 24 de ellas no pudieron ser
identificadas. Por lo tanto, a nivel universal, el indicador 3, se cumple en un
41,46%.

Por otra parte, el indicador nimero 4, se cumple en un 100%, debido a que los
resultados de esta investigacion, seran dados a conocer mediante la
sustentacion oral de manera publica del proyecto de grado, asi como el trabajo
escrito que se realizé del mismo. Cabe resaltar, que este proyecto, fue

presentado en la Jornada de Internacionalizacion del afio 2017 en la
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Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca, en donde fueron divulgados

algunos de sus resultados y la metodologia y justificacion del proyecto.

Finalmente, el indicador nimero 5, aun es susceptible de cambios, puesto que
por cuestiones de tiempo el proceso de registro ante el Instituto de
Investigacion de Recursos Bioldgicos Alexander von Humboldt se encuentra en
transcurso; sin embargo cabe resaltar el trabajo realizado por los comparieros
A. Barrera y Martinez, quienes con la secuenciacion de los aislamientos

micoldgicos, promueven el cumplimiento de este indicador en un 30%.

ANEXO 2. Resultado de la secuenciacion representado en
electroferogramas previamente editados por los autores para cada

secuencia.

SecuencialKlebsiellapneumoniae strain B12 16Sribosomal RNA gene, partial sequence
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Secuencia4Enterobacter cloacae strain RCB962 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
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Secuenciab Citrobacter freundiistrain W-R-4-3-116Sribosomal RNAgene, partial
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Secuencia 6 Citrobacter koseri partial 16S rRNA gene, strain HAMBI 1287
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Secuencia8 Salmonellaentericasubsp. entericaserovar Typhimuriumisolate VNB151-sc-

2315230 genome assembly, chromosome: 1
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Secuencia 9SalmonellaentericastrainMFDS1004024chromosome, completegenome
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Secuencial2Shigelladysenteriae strainISO2 16Sribosomal RNAgene, partial sequence
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Secuencia 13Shigellaflexneristrain90ft3aiil6Sribosomal RNAgene, partialsequence
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Secuencia 15Escherichia coli strain 14EC033 chromosome, complete genome
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Secuencial9Klebsiellapneumoniaestrain CIFTMFB10569(4F11)16SribosomalRNA

gene, partial sequence

Secuencia 20 Klebsiellaoxytoca strain AA1816Sribosomal RNAgene, partialsequence
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Secuencia 22 Serratia sp. JD8 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
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Secuencia 23 Proteus mirabilis strain AUMC B-199 16Sribosomal RNA gene, partial

sequence
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Secuencia 27 Hafnia alvei strain SP19 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
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Secuencia 28 Morganellamorganii strainwf-216SribosomalRNAgene,partialsequence

66 GGATCT 6CCT &A1 G GCGGGS G AT A2CTA CT 6 G2ZRACG G

A, ﬂ‘m .uald. .umhwu Il

110



Secuencia 29 Uncultured Proteus sp. clone SPB-4 16Sribosomal RNA gene, partial

sequence

Secuencia 33 Pseudomonas aeruginosa strain Kasamber15 16S ribosomal RNA gene,

partial sequence
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Secuencia 35 Pseudomonas aeruginosastrain YU_V35 16S ribosomal RNA gene, partial

sequence
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Secuencia 36 Xanthomonas sp. TB8-9-11 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
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Secuencia 37 Vibrio cholerae strain A1552 chromosome 1, complete sequence

& &
en ¢ Export | Print Net¢  Find | Reverse Enhance ' -

“MM‘I‘!JN}!&_ho_hUWuqu mm Jhy MWMMlmwmw.nﬂu.{anihmeﬂ.MuluawHM!JmMMMM“ lu\WHWI!MMJM» Lk

Secuencia 38 Vibrio parahaemolyticus partial 16S rRNA gene, strain MS27
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Secuencia 39 Plesiomonas shigelloides strain JL5 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
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Secuencia 4l Acinetobacter seifertii strain V6d 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
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