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RESUMEN

El presente estudio tuvo como objetivo identificar la presencia de ARG en metagenomas de
consorcios bacterianos de la Bahia Interior y Captacién Chimu del Lago Titicaca mediante
secuenciacion metagendmica shotgun, un método que permite fragmentar el ADN en
segmentos de diferentes tamafos, secuenciarlo masivamente y ensamblarlo
computacionalmente para la reconstruccion del genoma completo. La calidad de las
secuencias fue evaluada a través de la plataforma Galaxy, y el ensamblaje de los genes se
realiz6 con el programa MEGAHIT, utilizando la base de datos CARD para la identificacion
de ARG en las muestras analizadas. Los resultados obtenidos reportan que en la Bahia
Interior los genes con mayor cobertura fueron vanYB (30.08%), asociado a resistencia a
glicopéptidos como la vancomicina en Enterococcus faecium; dfrB1 (8.86%), relacionado
con resistencia a trimetoprima en Escherichia coli; catV (7.27%), que confiere resistencia a
cloranfenicol en Brevibacillus brevis; y Ecol emrE (6.31%), involucrado en la resistencia a
fluoroquinolonas en E. coli, mientras que en la Captacion Chimu los ARG con mayor
cobertura fueron vanYB (42.75%), vanWI (20.59%), asociado a resistencia a vancomicina
en Enterococcus faecalis; evgA (4.39%), que regula bombas de eflujo responsables de la
resistencia a f-lactamicos en E. coli; y OXA-726, vinculada a resistencia a carbapenémicos
en Acinetobacter baumannii. En total, se identificaron 28 ARG en la Bahia Interior y 35
ARG en la Captacion Chimu, concluyéndose que vanYB es el ARG con mayor cobertura en
ambas zonas, y que los genes dfrB1, catV, vanWI y evgA son los mas representativos, lo
que resalta la necesidad de implementar estrategias de monitoreo y control para mitigar la

propagacion de la resistencia antimicrobiana en el Lago Titicaca.

Palabras Clave: ARG, metagenomas, CARD.
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ABSTRACT

The present study aimed to identify the presence of ARGs in metagenomes of bacterial
consortia from the Interior Bay and Chimu Intake of Lake Titicaca through shotgun
metagenomic sequencing, a method that allows for the fragmentation of DNA into
segments of different sizes, massive sequencing, and computational assembly for the
reconstruction of the complete genome. The quality of the sequences was evaluated using
the Galaxy platform, and the assembly of the genes was performed with the MEGAHIT
program, utilizing the CARD database for the identification of ARGs in the analyzed
samples. The results reported that in the Interior Bay, the genes with the highest coverage
were vanYB (30.08%), associated with glycopeptide resistance such as vancomycin in
Enterococcus faecium; dfrB1 (8.86%), related to trimethoprim resistance in Escherichia
coli; catV (7.27%), which confers chloramphenicol resistance in Brevibacillus brevis; and
Ecol_emrE (6.31%), involved in fluoroquinolone resistance in E. coli. Meanwhile, in the
Chimu Intake, the ARGs with the highest coverage were vanYB (42.75%), vanWI
(20.59%), associated with vancomycin resistance in Enterococcus faecalis; evgA (4.39%),
which regulates efflux pumps responsible for 3-lactam resistance in E. coli; and OXA-726,
linked to carbapenem resistance in Acinetobacter baumannii. In total, 28 ARGs were
identified in the Interior Bay and 35 ARGs in the Chimu Intake, concluding that vanYB is
the ARG with the highest coverage in both areas, and that the genes dfrB1, catV, vanWI,
and evgA are the most representative, highlighting the need to implement monitoring and

control strategies to mitigate the spread of antimicrobial resistance in Lake Titicaca.

Key Words: ARG, metagenomes, CARD.
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INTRODUCCION

Los lagos son fuentes de agua dulce muy importantes, conteniendo casi el 90% de agua
dulce en el mundo. No obstante, poseen tiempos largos de retencién que generan la

circulacion lenta de los contaminantes, y desencadena un alto riesgo ecoldgico en la salud
(1)

Desde el descubrimiento de la penicilina, se han logrado avances significativos en el
desarrollo de antibidticos (2) impulsando la expansién de diversas industrias, no solo en
la medicina humana, sino también en la veterinaria, ganaderia y acuicultura. EIl uso
constante de antibiéticos ha provocado su acumulacién en productos de consumo humano
y la aparicion de genes de resistencia a antibiéticos (ARG) en bacterias y patdgenos, que

pueden intercambiarse entre si. (3,4).

Los ambientes acuéticos son la mayor fuente de almacenamiento tanto de antibidticos
como de ARG. Teniendo como principal fuente de contaminacion los efluentes de
hospitales, industrias, plantas de tratamiento de aguas residuales, granjas, y desechos,
productos de acuicultura, terminan desembocando a fuentes de aguas como lagos y rios
(5,6).

Los lagos presentan tiempos de retencion de contaminantes significativamente mas
prolongados en comparacién con los rios. Por ello, los afluentes contaminados circulan
de manera pausada en los lagos, siendo un estado critico de contaminacion en estas
fuentes de agua dulce. Se entiende que son estos cuerpos de agua potenciales fuentes de
acumulacion de ARG (7).

El lago Titicaca es considerado el lago navegable mas alto del mundo. Posee una
antiguedad aproximada de 3 millones de afios. Ademas, se es consciente de que dicho
lago es empleado para el abastecimiento de agua potable de casi toda la poblacion de
Puno. A pesar de su inmensa importancia tanto historica como ambiental, se observo que
este ecosistema esta constantemente expuesto a contaminantes provenientes de residuos

solidos vertidos por la poblacion, relaves mineros, aguas servidas, entre otros (8).

En adicion, el Titicaca es una frontera natural entre los paises Bolivia y Per(. Respecto a
la parte peruana. Los investigadores reportan que la contaminacion de la bahia del interior

del lago son en gran parte responsabilidad de las actividades antropicas y que amerita
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proponer estrategas que permitan mitigar esta contaminacion, entre los contaminantes,

los ARG son los méas importantes y menos estudiados (9).

Precisamente, los lagos de gran altitud generalmente representan un ecosistema
comparativamente Unico debido a su lejania y al corto periodo de verano de aguas
abiertas; sin embargo, estdn menos explorados en comparacion con los lagos de tierras
bajas. Siendo los sedimentos una rica fuente de alta diversidad microbiana y por ende
microbiomas y ARG presentes en ambientes acuaticos (10).

Entre las metodologias mas importantes para un analisis exhaustivo en microbiomas esta
la de secuenciamiento de metagenomas, comparado a otras técnicas como PCR, gPCR,
entre otros; la metagenémica brinda un analisis global de los genes de resistencia a

antibiéticos en muestras ambientales (11).

La mayoria de los microorganismos que se encuentran en el medio ambiente permanecen
sin cultivar, los enfoques tradicionales basados en cultivos no logran determinar la
diversidad taxonémica y funcional de la comunidad microbiana. Por este motivo, el
enfoque metagendémico se ha aplicado con éxito a una variedad de ambientes acuaticos
(12).

El enfoque metagenémico supera al cultivo microbiano al ayudar al descubrimiento de
ARG en bacterias no cultivables directamente del medio ambiente. Este es el principal
beneficio de la metagenomica, ya que el cultivo de nuevos microorganismos es una
técnica ardua. Estudios previos sobre microbios independientes no cultivados
descubrieron que la diversidad de organismos en los lagos salobres es inusualmente alta

con una riqueza de especies en comparacion con los ecosistemas de agua dulce (13).

Uno de estos métodos, la metagendmica ShotGun, es la secuenciacién no dirigida
("ShotGun") de todos los ("meta-") genomas microbianos "gendmicos" presentes en una
muestra. La secuenciacion ShotGun se puede utilizar para realizar un perfil de la
composicion taxondmica y la deteccion de ARG y recuperar secuencias gendmicas
completas. Los enfoques como la secuenciacion del gen 16S rRNA de alto rendimiento,
que perfilan organismos seleccionados o genes marcadores Unicos, a veces se denominan
metagendmica, pero este es un nombre inapropiado, ya que no se enfocan en todo el
contenido genémico de una muestra.

Para la identificacion de ARG es necesario el uso de bases de datos que incluyen

combinaciones de plasmidos anotadas manualmente y predichas computacionalmente,
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como CARD, se pueden usar para esta tarea y permiten la caracterizacion del potencial
funcional del microbioma. Los ARG altamente conservadas se detectan y cuantifican de
manera mas consistente en los metagenomas, lo que podria explicar por qué la resistencia
a antibidticos a menudo son sorprendentemente consistentes en diferentes muestras y
entornos (14).
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HIPOTESIS

Puesto que existe un proceso de contaminacién por diferentes residuos de antibiéticos,
es probable que existan genes de resistencia a antibioticos en los metagenomas de
consorcios bacterianos de la bahia interior y la captacién Chimu del Lago Titicaca.
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OBJETIVOS

Objetivo general

1. Determinar la presencia de genes de resistencia a antibioticos en los
metagenomas de consorcios bacterianos de la bahia interior y la captacion
Chimu del Lago Titicaca, considerando que la contaminacion por diferentes
residuos de antibidticos puede favorecer la aparicion de estos genes de

resistencia en dichas areas.

Objetivos especificos

1. Analizar por medio de herramientas bioinformaticas la data obtenida mediante
el secuenciamiento shotgun de los metagenomas de consorcios bacterianos de la
bahia interior y captacién Chimu del Lago Titicaca.

2. Evaluar la abundancia de genes de resistencia a antibi6ticos en metagenomas de
consorcios bacterianos de la bahia interior y la captacion Chimu del Lago
Titicaca.

3. Realizar el resistoma de los metagenomas de consorcios bacterianos de la bahia
interior y captacion Chimu del Lago Titicaca.
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CAPITULO |

MARCO TEORICO

1.1. LAGOTITICACA

El lago Titicaca se encuentra a una altitud de 3 810 msnm y un area de 903 km3de agua,
es reconocido como sitio Ramsar (Humedales de Importancia Internacional). El Lago
Mayor o Chucuito tiene un éarea de 6 450 km2; el Lago Menor o Wifiay Marka con 2
112 km2. La bahia Puno es parte del Lago Mayor su area es 589 km2 y profundidad
maxima de 30 m. La bahia de Puno muestra muy poco flujo y gran incremento de lenteja
de agua, la cual limita la oxigenacién del agua y es susceptible a problemas bastante
serios de contaminacién. Sus caracteristicas climaticas son bruscas, la naturaleza
ecologia del lago le da un equilibrio y soporte ambiental, ya que, regula el bienestar de
las poblaciones, Su temperatura oscila 14°C a 9 °C y de manera ambiental entre 15.3 °C
y 1.5 °C, humedad entre 65 a 50% y con un PH alcalino (15-17).

1.1.1. Bahia interior

El Lago Titicaca esta definido por tres zonas: i) el Lago Grande, el cual es de mayor
envergadura con aproximadamente 6,000 Km2, ii) el Lago Pequefio con un area de
1,250 Km2, por ultimo, iii) la Bahia de Puno con una extension de 525 Km2. Ademas
de estas tres zonas, existe una extension del Lago determinada como Bahia Interior,
la cual esta presente de manera colindante con la ciudad de Puno y posee un area de
solo 16 Kmz2 (18).

Esta pequefia zona tiene también una profundidad menos a 3 m. Entre sus
caracteristicas esta la presencia de poca retencion; adicionalmente, es la zona donde
se presenta el mayor flujo de contaminantes provenientes de las aguas servidas de la
ciudad de Puno. También presenta un alto contacto antropogénico debido a las
actividades de pesca, obtencién de totora, el turismo en lanchas, ganaderia y
comercio (19).

1.1.2. Captacion Chimu

Fuente de captacion de agua ubicada en el sector Chimu, abastece al 95% de la
poblacién de la ciudad de Puno, el otro 5% es parte de las captaciones Totorani y
Aracmayo. Posee dos tomas de succion que se conectan con la desembocadura del
rio Huile. El agua obtenida por dicha captacion se dirige a la planta de tratamiento

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




== . UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE ; CATOLICA

TESIS UCSM <  DE SANTA MARIA

Aziruni donde se realizan diversas pruebas tanto fisicoquimicas como
microbioldgicas (20).

1.1.3. Contaminacién del Lago Titicaca

Uno de los principales problemas de contaminacion en el lago Titicaca es la descarga
de aguas residuales y desechos industriales sin tratar, debido a las actividades de
poblaciones cercanas al lago, como la ciudad de Puno, que carece de un sistema de
tratamiento adecuado, lo que resulta en la liberacion directa de aguas residuales sin
tratar al lago, las cuales contienen una variedad de contaminantes, como bacterias,
nutrientes en exceso (como nitrégeno y fosforo) y productos quimicos téxicos, que
afectan negativamente la calidad del agua y la vida acuatica (16).

Asi mismo en dichas aguas se tiene componentes de contaminantes emergentes,
como es el caso de los antibioticos, los cuales son utilizados por la poblacion de la
ciudad de Puno vy alrededores, los cuales por su naturaleza no son metabolizados
completamente y una buena parte de los mismos llegan al medio acuatico, también
en el hospital Manuel Nafez Butrén, Las aguas residuales son vertidas sin

tratamiento en la bahia interior del lago Titicaca (21).

Las consecuencias, son basicamente la perdida de la calidad del agua,
especificamente un proceso de eutrofizacion, con niveles elevados de nutrientes
como el nitrogeno y fosforo, lo cual genera un proceso de anoxia y por tanto
limitando el desarrollo de organismos que requieren oxigeno para su supervivencia,
asi mismo otra consecuencia de importancia y que ain no se ha estudiado a
profundidad, es la generacion de genes de resistencia frente a los antibioticos, esto
debido a que en las aguas de la bahia interior, se ha formado biomas especificos con
poblaciones bacterianas con multiresistencia, convirtiéndose en focos infecciones y
constituyéndose en un problema de salud publica (21).

1.1.4. Microbioma del Lago Titicaca

El Lago Titicaca alberga una gran diversidad, como bacterias, arqueas, hongos y
virus presentes en el agua, el sedimento y otros habitats. Estos microbiomas son

importantes para funcionamiento y la salud del ecosistema acuético (16).

Los microorganismos del Lago Titicaca; participan en numerosos procesos
biogeoguimicos, descomposicidn de la materia organica, la ciclizacion de nutrientes

y la produccion de gases. Por ejemplo, las bacterias y las arqueas juegan un papel
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importante en el ciclo del nitrégeno, transformando compuestos nitrogenados en

diferentes formas a medida que se mueven a través del ambiente acuético (22).

Los microbiomas del Lago estan involucrados en la degradacién y metabolizacion
de contaminantes. Algunas bacterias pueden degradar compuestos organicos téxicos,
como hidrocarburos, pesticidas y productos quimicos industriales, contribuyendo a

la descontaminacion natural de las aguas del lago (23).

Aungue no se han estudiado las estructuras de los bios del lago Titicaca, hay varias

familias de bacterias que las forman:

Proteobacteria: Esta es una de las principales familias bacterianas del lago Titicaca.
Se encuentran diferentes géneros de bacterias como Pseudomonas, Aeromonas y
Escherichia coli (22).

Actinobacteria: Esta familia bacteriana incluye una amplia variedad de géneros,
como Arthrobacter, Micrococcus y Streptomyces. Estas bacterias son conocidas por

su capacidad para producir enzimas y compuestos bioactivos (16).

Bacteroidetes: Se ha detectado la presencia de bacterias pertenecientes a esta familia
en el lago Titicaca, algunos géneros son Flavobacterium y Chryseobacterium (22).

Firmicutes: Esta familia bacteriana incluye bacterias Gram positivas, como Bacillus
y Clostridium. Algunas especies de Bacillus poseen la capacidad de formar
endosporas resistentes, que les permiten sobrevivir en condiciones ambientales

adversas (16).

Cyanobacteria: Las cianobacterias, también conocidas como algas verde-azuladas,
son responsables de la producir cianotoxinas y de crear floraciones algales en el lago
Titicaca. Hay algunos géneros de cianobacterias llamados Microcystis, Oscillatoria
y Anabaena (16,22,23).

1.2. GENES DE RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS (ARG)

Luego del descubrimiento de los antibi6ticos no se tenia claro el concepto de resistencia
a los antibidticos. Entre los motivos estaba lo poco probable que era las mutaciones en
bacterias para volverse resistentes. No obstante, las bacterias han reaccionado frente a los
ataques quimicos provenientes de los antibidticos a través de diversos mecanismos. No
se logro prevenir en su momento la facultad de las bacterias al intercambiar genes.
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Conocido como la transferencia horizontal de genes (HGT). Determinando los que seria
los genes de resistencia a antibioticos, lo cual empez6 junto al descubrimiento del primer
antibidtico, la penicilina (24,25).

Los ARG se han producido en la naturaleza desde hace cientos de millones de afios.
Diversos estudios han reportado la presencia de ARG para B-lactamicos, tetraciclinas,
vancomicina en zonas medulares de sedimentos congelados con treinta mil afios de
antigiedad. Se clasifica a los ARG como resistencia intrinseca o adquirida (mediante
HGT). Por altimo, el término resistoma se determina a todos los ARG en una comunidad
de bacterias (26—29).

La existencia de ARG en microbiomas es un tema muy preocupante en salud publica en
el mundo. Diversos ambientes se encuentran amenazados debido al uso en gran escala de
antibidticos y como los resistomas van evolucionando en el tiempo. Ademas, de la

capacidad de los ARG de acumularse tanto en agua, suelo y aire (30).

1.3. EXTRACCION DE ADN EN MICROBIOMAS

Es una metodologia que permite aislar ADN por medio de métodos quimicos y fisicos a
partir de una muestra. Se purifica el ADN de las membranas de las células, pared celular,
lipidos, proteinas, entre otras moléculas pertenecientes de la célula. Friedrich Miescher

extrajo ADN por primera vez en 1869 (31).

La extraccion de ADN es un paso relevante en la caracterizacion de la diversidad
microbiana, tanto en muestras de lagos, cuerpo humano, entre otros. Se considera
entonces un gran desafio el extraer ADN el cual sea en cantidad y calidad representativa

de lo presente en microbiomas (32).

La seleccion de un protocolo idoneo para la extraccion de ADN en metagenomas no ha
sido relevante en diversas investigaciones. Por ello, un gran nimero de estudios sobre
microbiomas utilizan protocolos de extraccion de ADN sin una justificacién y validacion

relevante (33).

Diversos autores han tratado de mejorar el rendimiento en la extraccién del ADN en
microbiomas por medio de protocolos con alteraciones fisicas, por ejemplo, con el batido
de perlas y la sonificacion lo cual permite una mejor lisis de las bacterias. Una contraparte
de dichos métodos son la lisis del ADN gendmico en fragmentos diminutos, lo cual puede
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generar ruido en la amplificacion por PCR o secuenciamiento (34).
1.3.1. Concentracion del ADN

La estimacion precisa en la concentracion de ADN es relevante en pruebas de
secuenciamiento. Los métodos de cuantificacion son del tipo indirectas. Siendo el
método de espectrofotometria el mas coman que identifica tanto ADN y ARN a una
absorbancia de 260 nm. En el mercado se encuentran diversos equipos para la
realizacion de esta metodologia. Algunos de ellos requieren el uso de celdas o
cubetas, asi como otros equipos requieren solo microvolimenes de ADN. Referente

a las cubetas, el paso de 1 cm en la absorbancia representa 50 ng/pl de concentracion
(35).

Se realiz6 la comparacién del protocolo de cuantificacion de la concentracion de
ADN por espectrofotometria a través de dos métodos de medida de la concentracion
fluorométricas: prueba de PicoGreen y la prueba de cuantificacion de ADN
gendmico en tiempo real. Se obtuvo como resultados que es el método por
espectrofotometria el cual se correlaciona con los datos teoricos (36).

1.3.2. Calidad del ADN

La metodologia mas usada para obtener el grado de pureza del ADN aislado es a
través de la absorbancia. Dicho método requiere, del mismo modo que la
cuantificacion, el uso de un espectrofotometro. La absorbancia se dara a una longitud
de 260 nm; no obstante, en la muestra no solo el ADN absorbe a 260 nm, del mismo
modo el ARN presenta una absorbancia mayoritaria a la misma longitud de onda.
Asimismo, las proteinas, gracias a la presencia de aminoacidos aromaticos absorben
en el espectrofotdmetro a una longitud de 280 nm. Tanto el ARN como las proteinas
son moléculas contaminantes en las muestras de ADN aislado. Por este motivo, la
calidad del ADN se obtiene con la division de la absorbancia a 260 nm con la
obtenida a 280 nm. Resultados con valores de 1.6 a 2.0 representan ADN de buena
calidad. Del mismo modo, resultados menores a 1.6 no confirma la presencia de ADN
optimo para pruebas de PCR o secuenciamiento debido a la presencia de diversos
contaminantes (37).

1.3.3. Integridad del ADN

Para obtener el perfil de calidad del ADN, se debe realizar la prueba de electroforesis
en geles de agarosa para el ADN extraido. Y su uso requiere obtener previamente la
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concentracion de ADN para determinar con precision el peso de ADN que se aplicara

en cada pocillo del gel de agarosa.

La evaluacién de la integridad se ha estandarizado en concentraciones de 200 ng de
ADN, en geles de agarosa al 0.5 %, y corriendo a 100 mV, 200 mA por 45 minutos.
Por medio de esta metodologia es posible observar si la muestra es ADN integro o
fragmentado. El primero se detecta como una banda compacta, el segundo, como un
frotis en el gel (38).

1.3.4. Secuenciamiento por Shotgun

Es una secuenciacion no dirigida de todos los metagenomas bacterianos presentes en
una muestra. EI secuenciamiento por Shotgun permite realizar perfiles taxonémicos,
el potencial funcional de los microbiomas, recuperar secuencias completas del
genoma, entre otros. Ademas, permite el analisis de funciones especificas de interés
como la determinacion de ARG en microbiomas por medio de bases de datos, lo cual
requiere de conceptos informaticos complejos para su respectivo analisis (39).

La metodologia de secuenciamiento que utiliza zonas especificas amplificadas,
normalmente estan dirigidas a un solo gen o region del genoma. Por otro lado, el
secuenciamiento por Shotgun es una prueba aleatoria de secuenciamiento, que al no
presentar primers especificos, disminuye el ruido que representa la eleccién de

primers (14).
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Figura 01: Flujo de trabajo para el secuenciamiento por Shotgun (14).

1.3.5. Anélisis de metagenomas por Galaxy

Galaxy combina el poder de las bases de datos de anotaciones gendmicas existentes
con un portal web simple para permitir a los usuarios buscar recursos remotos,
combinar datos de consultas independientes y visualizar los resultados. El corazén
de Galaxy es un sistema de historial flexible que almacena las consultas de cada
usuario; realiza operaciones como intersecciones, uniones y restas; y enlaces a otras
herramientas computacionales (40).

1.3.6. Base de datos CARD

La base de datos integral sobre resistencia a los antibiéticos (CARD), inicialmente
en linea en 2015 y ampliada en 2016, CARD ahora tiene méas de 2500 entradas ARG
con una actualizacion mensual. Cada entrada representa un tipo de ARG. Estas
entradas se colocan en una estructura jerarquica de términos de ontologia genética.
Para cada entrada, CARD proporciona secuencias representativas de ADN vy
proteinas y un umbral de puntuacién de bits para informar los aciertos de ARG
mediante la alineacién BLAST. Ademas, CARD recopila méas de 140.000 secuencias
del NCBI vy las clasifica para generar datos de prevalencia de los tipos de ARG en el
medio ambiente (41).
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METODOLOGIA

2.1. AMBITO DE ESTUDIO

Los puntos de recoleccion de muestra fueron i) en la Bahia Interior de Puno, Per(. Situado
en las coordenadas (15°50'09"S 70°00'46"W) Figura N°02. y ii) en la Captacion Chimu
de Puno, Perd, situado en las coordenadas (15°51'03"S 69°57'41"W) Figura N°03.
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Figura 02: Punto de muestreo en la Bahia Interior de Puno, Pert (Google Earth)
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Figura 03: Punto de muestreo en la Captacion Chimu de Puno, Pert (Google Earth)
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2.1.1. Recoleccion de las muestras de agua

La recoleccion de muestras tanto en la bahia interior como en la Captacion Chimu
fue bajo las directrices del Protocolo Nacional para el Monitoreo de la Calidad de los
Recursos Hidricos Superficiales (42).

Se recolectaron 2 litros de muestras de agua de la Bahia Interior y la Captacion Chimu
del Lago Titicaca utilizando bidones esterilizados con luz UV, en cinco puntos de
muestreo separados por una distancia de 25 metros, Figura N°04. Los puntos fueron
registrados en proyectos de Google Earth.

Seguidamente, se mezcl6 y homogenizd las muestras recolectadas en los 5 puntos de
Bahia Interior, Tabla N°01; de igual manera se realiz6 con las muestras de agua
obtenidas en los 5 puntos de muestreo de la captacion Chimu, Tabla N°02.

Figura 04: Esterilizacién por UV de bidones para la toma de muestras de agua

(Laboratorio de Biologia Molecular — UNA -Puno)
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Tabla 01: Coordenadas de los Puntos de Muestreo de la Bahia Interior.

Muestras de la Bahia Interior

Punto S W
1 15°50'09" 70°00'46"
2 15°50'09" 70°00'47"
3 15°50'08" 70°00'48"
4 15°50'07" 70°00'47"
5 15°50'08" 70°00'46"

Se presentan las coordenadas de cinco puntos de muestreo en la Bahia Interior,

especificando la latitud y longitud de cada uno.

Tabla 02: Coordenadas de los Puntos de Muestreo de la Captacion Chimu.

Muestras de la Captacion Chimu

Punto S W
1 15°51'03" 69°57'41"
2 15°51'04" 69°57'42"
3 15°51'04" 69°57'40"
4 15°51'04" 69°57'40"
5) 15°51'02" 69°57'41"

A continuacidn, se presentan las coordenadas de cinco puntos de muestreo ubicados en la

Captacion Chimu, detallando la latitud y longitud.

2.1.2. Filtracién de muestras

La muestra liquida obtenida de la bahia interior y la captacion Chimu se filtr6 en una

membrana de 0.2 pm (Whatman Nucleopore — Sigma Aldrich) a través de un embudo

de filtro desechable (Pall MicroFunnel — Thermo Fisher Scientific). Se conect6 a un

colector de vacio, donde se vertiéo 100 ml de las muestras en el embudo y a través de

una bomba de vacio se inicié a la filtracion, Figura N°05. Al observar que filtros estan

secos, se desconecto la bomba de vacio y se retiré el embudo con precaucion de no

lastimar las membranas de 0.2 pum.

Por medio de dos pinzas debidamente esterilizadas en etanol, se dobl6 los filtros por
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la mitad, luego se doblard el filtro dos veces nuevamente; finalmente, se coloco un

tubo precargado con perlas de vidrio y se almacend las muestras a -80 °C.

O HONOR X8
® 64MP Quad Camera

Figura 05: Sistema de filtracién para muestras de agua (Laboratorio de Biologia
Molecular — UNA -Puno)

2.2. EXTRACCION DE ADN DE LAS MUESTRAS DE AGUA FILTRADAS

El ADN se purifico utilizando el kit comercial Purelink (Thermo Fisher Scientific),

siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante, Anexo N°01.

Para la preparacion del lisado. Primero, se centrifugd la muestra a 14,000 x g por 10
minutos. Esto permitié obtener a los microorganismos en el pellet. Seguidamente, se
desechd con cuidado el sobrenadante. Se suspendié el pellet con microorganismos en

800 pl del buffer de lisis, y se homogenizé usando el mezclador vortex.

Seguido ello, se transfirié la muestra en el Tubo Bead. Se agregd 100 pl de Mejorador
de Lisis y se mezcld por medio de vortex. Se centrifugé a 14,000 x g por 2 minutos. Se

transfirié 500 pl del sobrenadante a un tubo de centrifuga limpio.

Respecto a la union del ADN con la columna. Se agreg6 900 ul del buffer de union y se

homogenizd con vortex brevemente. Luego, se cargd 700 ul de la mezcla de la muestra
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a un tubo con columna y se centrifugd a 14,000 x g por 1 minuto. Se descarto la parte

liquida.

Para el lavado y elucion del ADN se coloco la columna en un tubo colector limpio, se
agregd 500 ul de buffer de lavado, luego se centrifugd a 14,000 x g por 1 minuto. Se
desechd la parte liquida presente, de inmediato, se centrifugd la columna y el tubo
colector a 14,000 x g por 30 segundos.

Se volvio a colocar la columna en un tubo limpio y se agreg6 100 ul de buffer de elucion,
posteriormente, se incub6 a temperatura ambiente por 1 minuto. El tubo con la columna
fue centrifugado a 14,000 x g durante 1 minuto; posteriormente, se retird la columna,
quedando el ADN purificado en el tubo de recoleccion. Finalmente, se almacend el
ADN extraido a -80 °C.

2.2.1. Concentracion del ADN

Se llevd a cabo a través de un espectrofotometro de microvolimenes UV/Vis
(Lambda — PCR max) utilizando por lectura 1 pl de muestra de ADN. La muestra se
blanqued con los Buffers de Elucién kit de purificacion Purelink — Thermo Fisher
Scientific. Los resultados se obtuvieron con la unidad de concentracion de ng/pl.
2.2.2. Calidad del ADN

De igual manera se procedio por el espectrofotometro de microvolimenes UV/Vis
(Lambda — PCR max). Se blanqueé la muestra kit de purificacion Purelink — Thermo
Fisher Scientific. Y se utilizd 1 pl de muestra de ADN. Se evalud la razon entre las

absorbancias a 260 nm y 280 nm siguiendo la férmula:

Absorbancia 260 nm
Calidad ADN =

Absorbancia 280 nm

Los resultados alrededor a 1.8 indican ADN de buena calidad, mientras que los
valores méas bajos indican contaminacion por proteinas debido a que las proteinas
poseen un pico de absorcién a 280 nm debido a los aminoacidos aromaticos. Los
valores mas altos indican contaminacién por ARN (43).

2.2.3. Integridad del ADN

La integridad de ADN extraido se determind por medio de electroforesis de geles de
agarosa a concentracion del 1%. Se utiliz6 0.5 g de agarosa en 49 ml de agua destilada
y 1 ml de Buffer TAE (Tris Acetatos EDTA) a concentracion 50x. Se calento la

solucién hasta el punto de ebullicidn y se vertié en una camara electroforética tipo
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horizontal equipada con el peine y bloques respectivos. Se dejo enfriar por 30
minutos. Seguido de ello, se llend la camara electroforética con buffer de corrida
TAE a concentracion 1x. Finalmente, se cargd 20 ng de ADN extraido tanto de las
muestras de la bahia interior y de la captacion Chimu. Las muestras se corrieron en
el gel a 100V por 25 minutos para luego de ello ser evaluada las bandas a través del
transiluminador marca Life Technologies, E-gel Imager para determinar la integridad
del ADN.

2.3. SECUENCIAMIENTO DEL ADN EXTRAIDO

El ADN extraido de las muestras ambientales de la Bahia Interior y la Captacion Chimu
del Lago Titicaca fue enviado a un laboratorio especializado en Estados Unidos para su
secuenciamiento mediante la tecnologia metagenémica shotgun, utilizando una
estrategia de lectura pareada (PE) con una longitud de 2x150 pares de bases (pb) y una
profundidad de 10 millones de lecturas por muestra, distribuidas equitativamente en

ambas direcciones (5 millones de lecturas por direccion).

El proceso de secuenciacion metagenémica mediante la tecnologia shotgun se llevo a
cabo en tres etapas fundamentales: preparacion de la biblioteca, secuenciacién y analisis
de datos. La primera etapa consistié en la fragmentacion aleatoria del ADN extraido
para generar fragmentos de tamafio adecuado, seguidos por la ligacion de adaptadores
especificos en los extremos 5' y 3' de los fragmentos de ADN. Estos adaptadores
permiten la fijacion eficiente al sustrato del secuenciador y facilitan la identificacion de
cada fragmento durante la secuenciacion. Posteriormente, la biblioteca preparada fue
sometida a secuenciacion de alto rendimiento mediante plataformas de secuenciacion
de nueva generacion (NGS), que permiten la obtencidn de grandes voliumenes de datos

con alta precision y resolucion.

Para optimizar la eficiencia del proceso y maximizar la cobertura del resistoma
microbiano presente en las muestras, se utilizd la multiplexacion de muestras,
permitiendo la secuenciacién simultanea de mualtiples muestras en una Unica corrida.
Este enfoque posibilito el analisis de miles de organismos en paralelo, asegurando una
representacion amplia y detallada de la diversidad microbiana y sus genes de resistencia
a antibidticos en los entornos estudiados.
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2.3.1. Andlisis bioinforméatico.

El andlisis bioinforméatico de los metagenomas se realizd en el Laboratorio de
Biologia Molecular de la Universidad Nacional del Altiplano (UNA) — Puno,
utilizando herramientas computacionales ejecutadas a través de la linea de comandos
en una arquitectura Unix, lo que permitié un procesamiento eficiente y reproducible
de los datos. La evaluacion de la calidad de las secuencias obtenidas se llevo a cabo
mediante la plataforma en linea Galaxy (www.usegalaxy.org), la cual proporciona
una interfaz accesible y herramientas robustas para el control de calidad y
preprocesamiento de datos metagendmicos (40). El ensamblado de los genes se
realizd utilizando el programa MEGAHIT, una herramienta optimizada para el
ensamblaje de secuencias de alto rendimiento, permitiendo la reconstruccion de
contigs a partir de las lecturas obtenidas (44). Posteriormente, la identificacion de los
genes de resistencia a antibidticos (ARG) se llevo a cabo utilizando la base de datos
Comprehensive Antibiotic Resistance Database (CARD) en su version 3.2.6,
reconocida por su amplia coleccion de determinantes de resistencia a antibiéticos
microbianos, garantizando una identificacion precisa y fiable de los ARG presentes
en las muestras analizadas (45).

2.3.2. Variables e Indicadores.

Se presentan las posibles variables e indicadores que se pueden extraer de la
investigacion relacionado con la identificacion metagendmica de genes resistentes a

antibioticos en el Lago Titicaca y la Captacion Chimu.
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Variables

Calidad del ADN

Abundancia de Genes
de Resistencia a
Antibioticos (ARG)

Diversidad

Microbiana

Contaminacion  del

Agua

Impacto en la Salud

Publica

UNIVERSIDAD
CATOLICA
<2 DE SANTA MARIA

Indicadores
Relacion A260/A280 (pureza del ADN).
Concentracion de ADN (ng/ul).

Integridad del ADN (evaluada mediante

electroforesis en gel de agarosa).

Numero total de ARG identificados en cada

muestra (Bahia Interior y Captacion Chimu).

Porcentaje de cobertura de cada ARG (ej.
vanYB, dfrB1, catV, etc.).

Comparacion de la abundancia de ARG entre

las dos localidades.

Numero de diferentes especies bacterianas

identificadas en las muestras.

Diversidad genética (medida a través de la

secuenciacién metagendmica).

Presencia de contaminantes (ej. residuos de

antibidticos, nutrientes en exceso).

Evaluacién de la calidad del agua (parametros

fisicoquimicos como pH, turbidez, etc.).

Incidencia de infecciones resistentes en la

poblacién local.

Necesidad de monitoreo continuo de la calidad

del agua y resistencia a antibioticos.
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CAPITULO 111

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. EVALUACION DEL ADN EXTRAIDO

3.1.1. Concentracion del ADN extraido en la Bahia Interior y la Captacion
Chimu

La concentracion de ADN extraido de las muestras provenientes de la Bahia Interior
y la Captacion Chimu, como se presenta en las Tablas N°03 y N°04, fue éptima para
su posterior secuenciamiento. La optimizacion del proceso de extraccion se logrd
mediante el uso de un kit especializado para metagenomas, disefiado especificamente
para maximizar la recuperacion de ADN a partir de consorcios bacterianos, lo que

asegura una alta eficiencia en la obtencion del material genético.

Tabla 03: Resultados de la concentracién de ADN en la Bahia Interior.

Concentracion de ADN ] .
Bahia Interior

(ng/ul)
Lectura 1 39.415
Lectura 2 44,781
Lectura 3 36.487
Lectura 4 40.935
Valor Final 41.512

El valor final de la concentracién de ADN en la Bahia Interior fue de 41.512 ng/pl,
lo que indica una recuperacion adecuada del material genético, Optima para su

posterior secuenciamiento.
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Tabla 04: Resultados de la concentracion de ADN en la Captacion Chimu.

Concentracion de ADN . .
Captacion Chimu

(ng/ul)
Lectura 1 21.741
Lectura 2 22.973
Lectura 3 22.012
Lectura 4 21.412
Valor Final 22.321

El valor final de la concentracion de ADN en la Captacién Chimu fue de 22.321
ng/ul, lo que sugiere una recuperacion moderada del material genético, adecuada

para el analisis posterior.

3.1.2. Calidad del ADN extraido en la Bahia Interior y la Captacion Chimu

Los resultados sobre la calidad del ADN extraido, presentados en las Tablas N°05 y
NC06, indican que el material genético obtenido de los consorcios bacterianos de la
Bahia Interior y la Captacion Chimu es de alta calidad, manteniendo su integridad
estructural. Estos valores confirman que el ADN extraido es adecuado para su
posterior analisis, asegurando la fiabilidad de los resultados obtenidos en el proceso

de secuenciamiento.

La Tabla N°05 presenta los resultados de la calidad del ADN extraido de las muestras

de la Bahia Interior. Se realizaron cuatro lecturas, obteniendo los siguientes valores:
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Tabla 05: Resultados de la calidad de ADN en la Bahia Interior.

Calidad de ADN Bahia Interior
Lectura 1 1.692
Lectura 2 1.751
Lectura 3 1.702
Lectura 4 1.732

Valor Final 1.724

El valor final de la calidad del ADN en la Bahia Interior fue de 1.724, lo que indica
que el material genético obtenido mantiene una alta calidad y su integridad
estructural, siendo adecuado para su posterior analisis y secuenciamiento.

La Tabla 06 muestra los resultados de la calidad del ADN extraido de las muestras
de la Captacién Chimu. Se realizaron también cuatro lecturas, con los siguientes
valores:

Tabla 06: Resultados de la calidad de ADN en la Captacion Chimu.

Calidad de ADN Captacion Chimu
Lectura 1 1.701
Lectura 2 1.643
Lectura 3 1.632
Lectura 4 1.631

Valor Final 1.671

El valor final de la calidad del ADN en la Captacién Chimu fue de 1.671, lo que
sugiere que el material genético obtenido es de buena calidad y mantiene su
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integridad, lo que garantiza la fiabilidad de los resultados en el analisis posterior.

3.1.3. Integridad del ADN en la Bahia Interior y la Captacion Chimu

La integridad del ADN extraido de las muestras de la Bahia Interior y la Captacién
Chimu fue evaluada mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%, cuyos
resultados se presentan en la Figura N°06. Los resultados revelan la presencia de
bandas definidas y concisas en las muestras con una carga de 20 ng de ADN, lo que
indica una adecuada conservacion de la estructura del material genético. En la
evaluacion del ADN total, donde se alicuotaron 10 ul del ADN extraido, las bandas
observadas fueron atin mas nitidas e intensas, reflejando un alto grado de integridad
del ADN. La ausencia de fragmentacién o sefiales de degradacion, evidenciada por
la falta de manchas o smearing en la electroforesis, confirma la calidad del ADN
obtenido tanto de la Bahia Interior (BI) como de la Captacion Chimu (CH),

asegurando su idoneidad para posteriores analisis moleculares.

Ladder 20 ng ADN 20 ng ADN ADN total ADN total Ladder
Bl CH Bl CH

e

Figura 06: Resultado de Integridad del ADN en la Bahia Interior y la Captacion Chimu
(Laboratorio de Biologia Molecular — UNA Puno)
3.1.4. Resultados del Andlisis Bioinformatico de Metagenomas de

Consorcios Bacterianos del Lago Titicaca

El analisis bioinformatico de los metagenomas de consorcios bacterianos de la Bahia

Interior y la Captacion Chimu del Lago Titicaca ha revelado informacién crucial
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sobre la diversidad y abundancia de genes de resistencia a antibioticos (ARG). Se
utilizé la herramienta FastQC para el control de calidad de las secuencias obtenidas
mediante secuenciamiento shotgun, lo que permiti¢ filtrar lecturas de baja calidad y
asegurar la fiabilidad de los datos. Posteriormente, las lecturas filtradas fueron
ensambladas en contigs utilizando el programa MEGAHIT, generando un total de
contigs que reflejan la diversidad genética de las comunidades bacterianas en ambas

muestras.

Tabla 07: Resultados de andlisis bioinforméatico de metagenomas de Consorcio

Bacterianos en la Bahia Interior y Captacion Chimu.

Seccion Descripcion

Evaluacion Inicial: Se utilizo Fast QC para evaluar la calidad de las lecturas.
1. Control de Calidad

de Secuencias

La mayoria mostré puntuaciones aceptables, con un porcentaje significativo
de alta calidad. <br> - Filtrado de Lecturas: Se eliminaron lecturas de baja

calidad para asegurar datos confiables.

. Uso de MEGAHIT: Las lecturas filtradas fueron ensambladas en contigs,
2. Ensamblaje de . 8 .
generando un total que representa la diversidad genética de las comunidades

Secuencias

bacterianas en ambas muestras.

3. Identificacién de
ARG

Base de Datos CARD: Se identificaron 28 ARG en la Bahia Interior y 35 en

la Captacién Chimu.

4, Resultados

Bahia Interior: <br>vanYB: 30.86% de cobertura <br> dfrB1: 8.86% de
cobertura <br> catV: 7.27% de cobertura <br> Ecol_emrE: 6.31% de

cobertura <br>

Especificos de ARG Captacion Chimu: <br>vanYB: 42.75% de cobertura <br> vanWI: 20.59%
de cobertura <br> evgA: 4.39% de cobertura <br> OXA-726: 3.4% de
cobertura

5. Andlisis La Captacion Chimu mostré mayor abundancia de genes de resistencia,

Comparativo de
Abundancia de ARG

sugiriendo mayor presion selectiva, posiblemente por su uso como fuente de

agua potable y actividades humanas.

6. Implicaciones de los

Resultados

Salud Publica: La identificacion de ARG en agua potable resalta la necesidad
de monitorear la calidad del agua y la resistencia a antibidticos. <br>
Biodiversidad Microbiana: Las comunidades bacterianas estan expuestas a
presion selectiva, afectando la biodiversidad y dindmica de ecosistemas

acuaticos.

7. Conclusiones

Generales

El anélisis ha proporcionado informacion valiosa sobre la diversidad y
abundancia de ARG, subrayando la importancia de implementar estrategias de

monitoreo y control para mitigar la resistencia antimicrobiana.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




-v#=%_. UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE ' CATOLICA

TESIS UCSM =2 DE SANTA MARIA

3.2. EVALUACION DEL ADN SECUENCIADO EN LA BAHIA INTERIOR Y
LA CAPTACION CHIMU

El andlisis de calidad de las secuencias obtenidas se realiz6 utilizando la plataforma en
linea Galaxy (www.usegalaxy.org), empleando la version Galaxy 0.74+galaxy0. Para
evaluar la calidad de los datos de secuenciamiento de las muestras provenientes de la
Bahia Interior y la Captacion Chimu, se utiliz6 la herramienta Fast QC, la cual generd
informes detallados sobre la calidad de cada lectura secuenciada. Esta evaluacion
permitié identificar posibles problemas relacionados con la longitud de las secuencias, la
distribucion de la calidad a lo largo de las lecturas, la presencia de adaptadores y otros
parametros criticos para asegurar la fiabilidad de los datos obtenidos.

3.2.1. Datos estadisticos basicos del ADN secuenciado

Los datos estadisticos obtenidos ofrecen un resumen detallado de los parametros
clave del secuenciamiento, incluyendo el tipo de codificacion, el nimero total de
secuencias, la cantidad de bases nitrogenadas, el tamafio promedio de las secuencias
y el porcentaje de contenido de guanina y citosina (GC%) para las muestras de la
Bahia Interior y la Captacién Chimu, presentados en las Tablas N°08 y N°Q9,
respectivamente. En la Bahia Interior se obtuvo un total de 5,643,902 secuencias,
mientras que en la Captacién Chimu se registraron 5,863,208 secuencias,
evidenciando una cantidad de datos muy similar entre ambas muestras. Cabe destacar
gue ninguna de las secuencias obtenidas en ambas muestras ha sido etiquetada como
de baja calidad, lo que indica un proceso de secuenciamiento de alto rendimiento y
una calidad optima de los datos generados. En cuanto al contenido de guanina y
citosina (GC%), las muestras de ADN secuenciadas de la Bahia Interior presentan un
porcentaje del 46%, mientras que las de la Captacion Chimu alcanzan el 48%,
mostrando una ligera diferencia en la composicion de bases nitrogenadas entre ambas

fuentes.

La Tabla N°08 presenta un resumen detallado de los parametros clave del
secuenciamiento para las muestras de la Bahia Interior. Los datos obtenidos son los

siguientes:
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Tabla 08: Datos estadisticos basicos del ADN secuenciado en la Bahia Interior

Medida Valor
Nombre Bahia Interior
Tipo de archivo FastQC
Codificacion Sanger / [llumina 1.9
Secuencias Totales 5,643,902
Bases Totales 852.2 Mbp
Secuencias etiquetadas como de baja 0
calidad
Tamarfio de las secuencias 151
%GC 46

Bahia Interior es un archivo de tipo FastQC, utilizado para evaluar la calidad de las
secuencias. La codificacion empleada es Sanger / lllumina 1.9, un estandar en la
secuenciacion de ADN. Se registraron un total de 5,643,902 secuencias, lo que indica
una cantidad significativa de datos generados, y la cantidad total de bases
nitrogenadas es de 852.2 Mbp, reflejando la extension del material genético
analizado. Se reporta un total de O secuencias etiquetadas como de baja calidad, lo
que sugiere un proceso de secuenciamiento de alto rendimiento. El tamafio promedio
de las secuencias es de 151 pares de bases, y el contenido de guanina y citosina
(GC%) es del 46%, proporcionando informacion sobre la composicion de las bases

nitrogenadas en las muestras.

La Tabla N°09 muestra un resumen de los pardmetros clave del secuenciamiento para

las muestras de la Captacion Chimu. Los datos obtenidos son los siguientes
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Tabla 09: Datos estadisticos basicos del ADN secuenciado en la Captacion Chimu

Medida Valor

Nombre Captacion Chimu

) ] Llamados de base
Tipo de archivo .
convencionales

Codificacion Sanger / lllumina 1.9
Secuencias Totales 5,863,208
Bases Totales 885.3 Mbp
Secuencias etiquetadas como de baja 0

calidad

Tamafio de las secuencias 151

%GC 48

Captacion Chimu es un archivo de llamados de base convencionales, utilizados para
la interpretacion de las secuencias. La codificacién empleada es Sanger / Illumina
1.9, que asegura la calidad y precision en el secuenciamiento. Se registraron un total
de 5,863,208 secuencias, lo que indica una cantidad de datos muy similar a la
obtenida en la Bahia Interior. La cantidad total de bases nitrogenadas es de 885.3
Mbps, reflejando una extension considerable del material genético analizado. Se
reporta un total de 0 secuencias etiquetadas como de baja calidad, lo que indica un
proceso de secuenciamiento eficiente y de alta calidad. El tamafio promedio de las
secuencias es de 151 pares de bases, igual que en la Bahia Interior, y el contenido de
guanina y citosina (GC%) es del 48%, mostrando una ligera diferencia en la

composicion de bases nitrogenadas en comparacion con la Bahia Interior.
3.2.2. Calidad del ADN secuenciado por secuencias de bases
Los resultados del analisis de calidad del ADN secuenciado se presentan en la Figura

N°07 para la Bahia Interior y en la Figura N°08 para la Captacién Chimu. En el caso
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de la Bahia Interior, las secuencias presentan puntuaciones de alta calidad hasta la
posicion 120 de las lecturas. A partir de la posicion 124 hasta la 151, se observan
secuencias con puntuaciones de calidad media, las cuales corresponden a valores
extremos que se encuentran fuera de los cuartiles y la mediana. No obstante, la
mediana de los valores de calidad se ha mantenido consistentemente en la zona de
alta calidad, indicando un secuenciamiento confiable. Es importante destacar que no
se detectaron secuencias de baja calidad, lo que sugiere una adecuada preservacion
del material genético durante el proceso de secuenciamiento. Por otro lado, el ADN
secuenciado de la Captacion Chimu exhibe secuencias de alta calidad hasta la
posicion 105 de las lecturas. A partir de la posicion 109 hasta la 151, se identifican
secuencias con calidad media, consideradas valores extremos que se desvian de la
mediana. Este comportamiento es esperado, ya que hacia el final de las lecturas es
comun observar una disminucién de la calidad en algunas secuencias. Al igual que
en la muestra de la Bahia Interior, no se detectaron secuencias de baja calidad, lo que
indica un secuenciamiento de alto rendimiento y confiabilidad para el analisis

posterior.

Quality scores across all bases (Sanger / llumina 1.9 encoding)
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Figura 08: Calidad por secuencia de bases del ADN secuenciado en la Captacion
Chimu (usa Galaxy)

3.2.3. Resultados de la Evaluacion de la Abundancia de ARG

La identificacion de ARG se realiz6 a través de la Comprehensive Antibiotic
Resistance Database (CARD), encontrando 28 ARG en la Bahia Interior y 35 en la
Captacion Chimu. Entre los genes mas representativos, en la Bahia Interior se
destacaron vanYB con 30.86% de cobertura, dfrB1 con 8.86%, catV con 7.27% y
Ecol_emrE con 6.31%. En la Captacion Chimu, vanY B alcanz6 42.75% de cobertura,
seguido de vanWI con 20.59%, evgA con 4.39% y OXA-726 con 3.4%. La
comparacion entre sitios mostrd6 que la Captacion Chimu presenta una mayor
abundancia de genes de resistencia, lo que sugiere una presion selectiva mas intensa,
posiblemente debido a su uso como fuente de agua potable y la influencia de

actividades humanas.

Aunque el gen vanYB es predominante en ambas muestras, su cobertura es mayor en
la Captacién Chimu, que también mostr6 una mayor abundancia de ARG,
posiblemente debido a la contaminacion antropogénica y actividades agricolas y
acuicolas. Esta alta abundancia en la Captaciébn Chimu representa un riesgo
significativo para la salud publica, aumentando la posibilidad de infecciones

resistentes. Se enfatiza la necesidad de implementar programas de monitoreo
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continuo para evaluar la resistencia antimicrobiana y su impacto en la salud publica
y el medio ambiente. En conclusion, los hallazgos subrayan la importancia de abordar
la resistencia antimicrobiana como un problema critico, promoviendo estrategias de

gestion y control efectivas.

Tabla 10: Resultados de la Evaluacion de Abundancia de ARG en la Bahia Interior y

Captacion Chimu.

Seccion Descripcion

e Se identificaron 28 ARG en la Bahia Interior y 35 en la
1. Identificacion de A : B o »
Captacion Chimu, sugiriendo variaciones en la presion

ARG 3 | :
selectiva y condiciones ambientales.
Bahia Interior: <br> vanYB: 30.86% de
cobertura <br> dfrB1: 8.86% de cobertura <br> catV:
2. Genes Mas

7.27% de cobertura <br>
Captacion Chimu: <br> vanYB: 42.75% de

cobertura <br> evgA: 4.39% de cobertura.

Representativos

. La Captacion Chimu mostré mayor abundancia de ARG,
3. Comparacion de \ = — = Y, o
] atribuible a contaminacion antropogénica y actividades
Abundancia . |
agricolas/acuicolas.

Riesgos para la Salud Publica: Alta abundancia de ARG
o puede aumentar el riesgo de infecciones resistentes. <br>

4. Implicaciones de ) . ) )

Necesidad de Monitoreo Continuo: Se requieren

los Resultados ) ) )

programas de monitoreo para evaluar la resistencia

antimicrobiana.

La evaluacion ha proporcionado informacion valiosa sobre

. la diversidad y prevalencia de ARG, resaltando la necesidad

5. Conclusion ) ) o )

de abordar la resistencia antimicrobiana como un problema

de salud publica y ambiental.

Los genes mas representativos en la Bahia Interior fueron vanYB (30.86% de cobertura),
dfrB1 (8.86%) y catV (7.27%). En la Captacién Chimu, destacaron vanYB (42.75%),
evgA (4.39%), vanWI (20.59%) y OXA-726 (3.4%).
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3.3. IDENTIFICACION DE GENES DE RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS
(ARG)

La identificacion de los genes de resistencia a antibioticos (ARGS) se realiz6 utilizando
la herramienta bioinformatica AMR Pipeline, version 1.3.2, en conjunto con la base de
datos de referencia Comprehensive Antibiotic Resistance Database (CARD), version
3.2.6. Los parametros considerados en el andlisis se detallan en la Tabla N°11,
proporcionando un resumen de los criterios utilizados para la deteccion vy
caracterizacion de los ARGs presentes en las muestras analizadas (45).

Tabla 11: Resumen de los parametros utilizados en el anélisis con ARG Pipeline

version 1.3.2.
Muestra IT]E)C(; t(:'fl Lugar pI;isl;I:(fs Porcentaje tRO::l(i SS
Bahia Interior Aﬁg Zode Lago Titicaca 1,229,193 21.78% 5,643,902
Captacitng’  Aguadell ;o Titieaca 1,221,201 20.83% 5,863,208

Chimu Lago

El analisis utilizando ARG Pipeline version 1.3.2, cuyos parametros se resumen a
continuacion. Para la muestra de Bahia Interior, el tipo de muestra fue agua de lago,
ubicada en el Lago Titicaca, con 1,229,193 filtros pasados, un porcentaje de 21.78% y
un total de 5,643,902 reads. En la muestra de Captacion Chimu, también de agua de
lago en el Lago Titicaca, se registraron 1,221,291 filtros pasados, un porcentaje de
20.83% y un total de 5,863,208 reads.

3.3.1. Genes de resistencia a antibidticos de la Bahia Interior

El analisis del resistoma de la Bahia Interior reveld la presencia de 28 genes de
resistencia a antibidticos (ARGs), como se detalla en el Anexo N°02. Entre los ARGs
identificados, aquellos con los valores de cobertura méas elevados fueron vanYB
(30.86%), dfrB1 (8.86%), catV (7.27%) y Ecol_emrE (6.31%), segun los resultados
presentados en la Tabla N°12. Estos hallazgos proporcionan una vision detallada de
la diversidad y abundancia de los genes de resistencia presentes en la comunidad

bacteriana de la Bahia Interior.

La Tabla 12 presenta los valores representativos de los genes de resistencia a
antibioticos (ARGs) con mayor cobertura en la Bahia Interior. Se identificaron los
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siguientes genes:

Tabla 12: Valores representativos de los cuadros ARG con mayor cobertura en la Bahia

Interior.
Gen Qlase de Mecanismo Modelo % Cobertura % ldentidad
farmaco
C Alteracion del .
vanyB ﬁgto'bg’tt'i%% objetivo del HOTg:g%‘;de 30.86 50.56
glicopep antibiotico P
Antibiético  Alteracion del Hom6loao de
dfrB1 diamino-  objetivo del 9 8.86 100
A e proteina
pirimidina antibidtico
Antibiético  Inactivacion  Homélogo de
catv fenicol de antibidticos proteina 7.2 100
Ecol emrE Antlbllofuco Sa_lll_d/a_de Homologo de 6.31 100
- macrolido antibidticos proteina

Estos resultados destacan la diversidad y la relevancia de los ARGs en la comunidad

bacteriana de la Bahia Interior.

3.3.2. Genes de Resistencia a antibioticos de la Captacion Chimu

El analisis del resistoma de la Captacion Chimu identifico la presencia de 35 genes

de resistencia a antibioticos (ARGs), como se detalla en el Anexo N°03. Entre los

ARGs detectados, los que presentaron los mayores valores de cobertura fueron
vanYB (42.75%), vanWI (20.59%), evgA (4.39%) y OXA-726 (3.4%), segun los

resultados reportados en la Tabla N°13. Estos resultados proporcionan una

caracterizacién detallada del resistoma presente en la Captacion Chimu, reflejando

la diversidad y predominancia de genes asociados a la resistencia antimicrobiana en

esta zona.

La Tabla 13 presenta los valores representativos de los genes de resistencia a

antibioticos (ARGs) con mayor cobertura en la Captacién Chimu. Los genes

identificados son:
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Tabla 13: Valores representativos de los cuadros ARG con mayor cobertura en la

Captacion Chimu

Gen Clase de farmaco Mecanismo Modelo % Cobertura % Identidad

Alteracion del

vanYB l?irét;b?ttlfd% objetivo del Honrlgtlgiiz de 42.75 32.76
SHCOPEP antibiotico P
o Alteracion del ,
vanWIl . A‘nt1b1‘o.t 1o objetivo del Homolo’go de 20.59 33.77
diaminopirimidina g proteina
antibidtico
Antibiotico
fluoroquinolona;
evgA antlblrofucc? Sa_lh_d,a .de Homolo,go de 439 100
macrolido; antibioticos proteina
antibidtico
tetraciclina
OXA-  carbapenémico; inactivacion de Homologo de
. b ; 34 100
726 cefalosporina antibidticos proteina

Estos resultados reflejan la diversidad y la presencia de genes de resistencia
antimicrobiana en la Captacion Chimu, destacando su relevancia en la

caracterizacion del resistoma en esta area.

Ambas muestras presentan una diversidad de genes de resistencia a antibiéticos, pero
la Captacion Chimu muestra una mayor cantidad de ARGs y una predominancia del
gen vanYB. Las diferencias en los mecanismos de resistencia y la cobertura de los
genes resaltan la complejidad del resistoma en cada localidad, lo que puede tener
implicaciones en la gestion de la resistencia antimicrobiana en estas areas.

3.3.3. Resultados del Resistoma de los Metagenomas

Estos hallazgos tienen importantes implicaciones para la salud publica, ya que la
presencia de multiples ARG en el agua potable puede aumentar el riesgo de
infecciones resistentes en la poblacidn local. Ademas, la identificacion de ARG en
este ecosistema acudtico resalta la necesidad de monitorear la calidad del agua y la
resistencia a antibioticos, asi como de implementar estrategias efectivas para mitigar
la contaminacién y la propagacién de la resistencia antimicrobiana. En conclusion,
el anélisis del resistoma en los metagenomas de la Bahia Interior y la Captacion
Chimu del Lago Titicaca subraya la importancia de abordar la resistencia
antimicrobiana como un problema critico de salud publica y ambiental, y la
necesidad de acciones coordinadas para proteger tanto la salud humana como la
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integridad del ecosistema acuético.

Tabla 14: Resultados del Resistoma de los Metagenomas en la Bahia Interior y

Captacion Chimu

Seccion

Descripcion

1. ldentificacion de ARG

Se identificaron 28 ARG en la Bahia Interior y 35 en la Captacion
Chimu.

2. Genes Mas
Representativos

Bahia Interior: <br>vanYB: 30.86% de cobertura <br> dfrB1:
8.86% de cobertura <br> catV: 7.27% de

cobertura <br> - Captacion Chimu: <br> vanYB: 42.75% de
cobertura <br> vanWI: 20.59% de cobertura.

3. Comparacion de

Abundancia

La Captacién Chimu mostré mayor abundancia de ARG,
sugiriendo mayor presion selectiva por su uso como fuente de

agua potable y actividades agricolas/acuicolas.

4. Implicaciones de los

Resultados

Riesgos para la Salud Publica: Presencia de ARG en agua
potable puede aumentar el riesgo de infecciones

resistentes. <br> - Impacto en la Biodiversidad: Necesidad de
monitorear la salud del medio ambiente y la biodiversidad

microbiana.

5. Conclusiones

Generales

Los resultados indican una diversidad significativa de ARG,
subrayando la presion selectiva por contaminacién y la necesidad
de estrategias de monitoreo y control para mitigar la resistencia

antimicrobiana.

Resalta la importancia de los hallazgos en relacion con la salud publica y la biodiversidad,

asi como la urgencia de abordar la resistencia antimicrobiana en estas areas.

3.4. DEFINICION DE LOS ARG MAS REPRESENTATICOS PRESENTES
EN LA BAHIA INTERIOR Y CAPTACION CHIMU

Son las siguientes:
3.4.1. VanYB

VanYB es una variante de la enzima VanY que pertenece al grupo de genes VanB,

asociados con la resistencia a antibidticos glicopéptidos como la vancomicina. De las

cuatro variantes conocidas de esta enzima (VanYB, VanYA, VanYM y VanYD),
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VanYB es la més relevante, ya que se encuentra predominantemente en la cepa
patdgena Enterococcus faecalis V583, reconocida por su resistencia a la
vancomicina. Se ha demostrado que VanYB en E. faecalis exhibe actividad D, D-
carboxipeptidasa, lo que le permite degradar los pentapéptidos derivados del
peptidoglicano, un componente esencial de la pared celular bacteriana. Esta actividad
enzimatica es crucial para la resistencia antibidtica, ya que modifica la estructura del
peptidoglicano de manera que impide la accion de la vancomicina, permitiendo a la
bacteria resistir sus efectos. Por ello, VanYB se considera un elemento clave en los
mecanismos de resistencia a los glicopéptidos y un objetivo importante en la
investigacion de nuevas estrategias terapéuticas contra infecciones por E. faecalis
(46).

3.4.2. dfrB1

El gen dfrB1 confiere resistencia a la trimetoprima (TMP), un antibi6tico que inhibe
la enzima dihidrofolato reductasa (DHFR), crucial para la sintesis de folato en las
bacterias, interfiriendo asi en la produccion de acidos nucleicos y proteinas
esenciales. Se ha identificado en diversas cepas bacterianas ambientales y clinicas,
destacando su presencia en Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa, y especies de Acinetobacter, asi como en bacterias del ambiente acuatico
como Brevibacillus brevis. Estas bacterias pueden encontrarse en diferentes
entornos, incluidos cuerpos de agua contaminados, sistemas de tratamiento de aguas
residuales y entornos hospitalarios. La resistencia mediada por dfrB1 permite a estas
bacterias sobrevivir en presencia de trimetoprima, lo que representa un desafio
significativo para el tratamiento de infecciones bacterianas, especialmente en
comunidades donde el uso de antibidticos es elevado y los sistemas de saneamiento
son deficientes.(47).

3.4.3. catV

El gen catV codifica un cloranfenicol acetiltransferasa identificada en Brevibacillus
brevis, una bacteria ambiental, y es responsable de conferir resistencia al antibi6tico
cloranfenicol mediante la inactivacion del farmaco a través de su acetilacion. Ademas
de su resistencia a cloranfenicol, catV también se ha asociado con resistencia cruzada
a otros antibidticos, como los macrélidos, fluoroquinolonas y tetraciclinas, debido a
su capacidad para modificar estructuras quimicas similares. Se ha detectado en
diversas  cepas bacterianas, incluyendo Brevibacillus  brevis, Bacillus
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subtilis, Escherichia coli y otros microorganismos del ambiente acuético y del suelo.
La presencia de catV en estos entornos, especialmente en sistemas de acuicultura y
aguas residuales contaminadas, subraya su importancia en la persistencia de la
resistencia a antibioticos en ecosistemas acuéticos y su potencial diseminacién a
través de transferencia horizontal de genes.(48).

3.4.4. Ecol emrE

EmrE es un miembro de la pequefia familia de transportadores de resistencia a
multiples farmacos (MDR), presente en Escherichia coli, donde desempefia un papel
crucial en la resistencia a diversos compuestos catiénicos, incluidos el bromuro de
etidio, la eritromicina y la acriflavina. Este transportador secundario dependiente de
protones funciona mediante un mecanismo de intercambio de protones para la
translocacion de compuestos toxicos fuera de la célula bacteriana, contribuyendo
significativamente a la resistencia antimicrobiana. Ademas de E. coli, se ha
identificado en otras bacterias gramnegativas como Salmonella enterica y Klebsiella
pneumoniae, donde confiere resistencia a aminoglucdésidos, como la estreptomicina
y la kanamicina, y a fluoroquinolonas como la ciprofloxacina. Sin embargo, la
participacion de la proteina EmrE en funciones bacterianas no relacionadas con la
resistencia a multiples farmacos, como la regulacion del metabolismo y la adaptacion
a diferentes condiciones ambientales, ain no se comprende completamente ni ha sido
caracterizada en detalle. La presencia en entornos hospitalarios y acuaticos subraya
su relevancia en la propagacion de la resistencia antimicrobiana y su gran impacto
en la salud publica(49).

3.4.5. VanWiI

La proteina vanWI, también conocida como una variante del gen vanW, forma parte
del grupo de genes de resistencia a la vancomicina vanl. Aunque la funcidn especifica
de vanW aun no se ha caracterizado completamente, se ha identificado como un gen
accesorio presente en operones de resistencia a la vancomicina, donde podria estar
implicado en la regulacion o modulacion de la resistencia. Este gen se encuentra
principalmente  en  bacterias  grampositivas  del  género Enterococcus,
como Enterococcus faecium y Enterococcus faecalis, reconocidos por su papel en
infecciones nosocomiales resistentes a glicopéptidos. La presencia de vanWI en estos
operones sugiere su posible contribucién a la resistencia adquirida, permitiendo a las

bacterias modificar el extremo D-Ala-D-Ala de la pared celular por D-Ala-D-Lac,
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reduciendo la afinidad de la vancomicina y otros glicopéptidos como la teicoplanina.
La deteccion de vanWI en entornos hospitalarios y en muestras ambientales indica
su potencial diseminacion a través de elementos genéticos moviles, lo que subraya la
importancia de un monitoreo constante para controlar su propagacion y mitigar su

impacto en la salud publica (50).
3.46. EvgA

EvgA es un regulador transcripcional clave en Escherichia coli, que al fosforilarse
activa la expresion de los sistemas de eflujo EmrKY y MdtEF, contribuyendo a la
resistencia frente a multiples antibioticos y compuestos toxicos. Su fosforilacion
ocurre principalmente a través de la histidina quinasa EvgS; sin embargo, estudios
han demostrado que EvgA puede activarse de manera independiente cuando se
sobreexpresa, lo que sugiere una regulacion adaptable a diversas condiciones
ambientales. La activacion de EvgA permite a E. coli desarrollar resistencia a
antibidticos como PB-lactamicos, fluoroquinolonas y aminoglucésidos, ademas de
conferir tolerancia a desinfectantes y biocidas de uso hospitalario e industrial. Su
presencia en entornos clinicos y ambientales resalta su papel en la persistencia
bacteriana y en la diseminacion de la resistencia antimicrobiana, lo que lo convierte
en un blanco potencial para el desarrollo de estrategias de mitigacién y control de
infecciones (51).

3.4.7. OXA-726

OXA-726 es una B-lactamasa de clase D de la familia OXA, reconocida por conferir
resistencia a [B-lactdmicos como la ampicilina y la cefalotina. Estas enzimas,
originalmente consideradas menos comunes, se encuentran mediadas por plasmidos,
facilitando su diseminacion en entornos hospitalarios. Se caracterizan por su alta
actividad hidrolitica contra oxacilina y cloxacilina, y su escasa inhibicion por acido
clavulanico, lo que dificulta el tratamiento con inhibidores B-lactamicos
convencionales. OXA-726 ha sido identificada principalmente en cepas
de Acinetobacter baumannii, un patdgeno oportunista responsable de infecciones
graves como neumonia y septicemia, lo que resalta la importancia de su vigilancia
epidemiologica y la implementacion de estrategias para controlar su propagacion
(52).
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3.5. DISCUCION DEL ANALISIS BIOINFORMATICO DE
METAGENOMAS DE CONSORCIOS BACTERIANOS EN EL LAGO
TITICACA: IMPLICACIONES PARA LA RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS
Y LA SALUD PUBLICA.

3.5.1. Evaluacién de la Calidad y Concentracion del ADN extraido

La concentracion de ADN extraido de la Bahia Interior (41.512 ng/pl) fue
significativamente mayor que la de la Captacion Chimu (22.321 ng/ul). Este hallazgo
sugiere que la Bahia Interior podria albergar una mayor biomasa bacteriana o que el
proceso de extraccion fue mas eficiente en esta area. La calidad del ADN, evaluada a
través de la relacion A260/A280, mostré valores éptimos en ambas muestras, lo que
indica que el ADN esta libre de contaminantes que podrian interferir en analisis
posteriores. Estos resultados son fundamentales, ya que un ADN de alta calidad es
esencial para garantizar la fiabilidad de los datos obtenidos en estudios de

secuenciamiento y analisis bioinformaticos (53).

En la tabla 15 presenta la concentracién de ADN extraido de las muestras de la Bahia
Interior y la Captacion Chimu. Se realizaron cuatro lecturas para cada muestra, y los
valores finales indican que la concentracion de ADN en la Bahia Interior fue de 41.512
ng/ul, mientras que en la Captacion Chimu fue de 22.321 ng/ul. Estos resultados sugieren
que la Bahia Interior tiene una mayor cantidad de material genético recuperado, lo que es

favorable para el posterior analisis y secuenciamiento (54).

Tabla 15: Concentracion de ADN extraido

Lectura 1 Lectura 2 Lectura 3 Lectura 4 Valor Final

Muestra
(ng/ul) (ng/ul) (ng/ul) (ng/ul) (ng/ul)
Bahia Interior ~ 39.415 44.781 36.487 40.935 41512
Captacion 21.741 22.973 22.012 21.412 22.321
Chimu

En la figura 09 ilustra la comparacion de la concentracion de ADN entre la Bahia Interior
y la Captacion Chimu. Se observa que la Bahia Interior presenta una concentracion
significativamente mayor de ADN (41.512 ng/ul) en comparacion con la Captacion
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Chimu (22.321 ng/ul). Esta diferencia puede influir en la cantidad de datos obtenidos

durante la secuencia miento y en la calidad de los analisis posteriores.

Figura 09: Concentracién de ADN en la Bahia Interior y Captacién Chimu

Comparacion de la Concentracion
de ADN

[ Bahia Interior B Captacion Chimu

50 44.781

39.415 40.935 41.512
40 36.487 —
30
D1.741 22.973 22.012 21.412 22.321
20

10

O —
Lectura 1 (ng/ul) Lectura 2 (ng/ul) Lectura 3 (ng/ul) Lectura 4 (ng/pl) Valor Final
(ng/ul)

En la tabla 16 muestra los resultados de la calidad del ADN extraido de ambas muestras.
En la Bahia Interior, el valor final de calidad fue de 1.724, mientras que en la Captacion
Chimu fue de 1.671. Estos valores indican que el ADN obtenido de ambas muestras es
de alta calidad, lo que asegura la fiabilidad de los resultados en el proceso de

secuenciamiento y analisis posterior.

Tabla 16: Calidad del ADN extraido

Muestra Lectural Lectura?2 Lectura3 Lectura4d \Ié?r:(;{
Bahia 1.692 1.751 1.702 1.732 1.724
Interior

Captacion ;29 1.643 1.632 1.631 1.671
Chimu

En la figura 10 muestra la comparacién de la calidad del ADN extraido de las muestras
de la Bahia Interior y la Captacion Chimu. Ambos valores finales indican que el ADN es
de alta calidad, con la Bahia Interior alcanzando un valor de 1.724y la Captacion
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Chimu 1.671. Estos resultados son indicativos de un proceso de extraccion eficiente y de

un material genético adecuado para andlisis moleculares.

Figura 10: Concentracién de ADN en la Bahia Interior y Captacién Chimu
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Los resultados de la evaluacion de la concentracion y calidad del ADN extraido son
cruciales para el éxito de los analisis posteriores en este estudio. La notable diferencia en
la concentracion de ADN entre la Bahia Interior y la Captacién Chimu sugiere que la
Bahia Interior no solo alberga una mayor biomasa bacteriana, sino que también ofrece un
entorno mas favorable para la recuperacion de material genético. Esta variabilidad podria
atribuirse a factores ambientales, como la disponibilidad de nutrientes o una menor

influencia de contaminantes en esta area.

La calidad del ADN, evaluada a través de la relacion A260/A280, es un indicador clave
de la pureza del material genético. Los valores dptimos obtenidos en ambas muestras
indican que el ADN extraido es adecuado para su uso en secuenciamiento y analisis
posteriores, lo cual es esencial para garantizar la obtencion de datos confiables. La
presencia de contaminantes, como proteinas o fenoles, podria comprometer la calidad de

los resultados, por lo que la pureza del ADN es un aspecto que no debe ser subestimado.

Ademas, la diferencia en la concentracion de ADN puede influir en la cantidad de datos
generados durante el secuenciamiento (55). Un mayor volumen de ADN puede resultar
en un mayor niamero de lecturas, lo que, a su vez, puede mejorar la resolucion y la calidad

de los analisis bioinformaticos (56). Por lo tanto, es crucial considerar estos factores al
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interpretar los resultados de los estudios de metagendmica en el Lago Titicaca, ya que
pueden afectar significativamente la validez y aplicabilidad de las conclusiones
obtenidas. En conjunto, estos hallazgos subrayan la importancia de una evaluacion
exhaustiva de la calidad y concentracion del ADN para el éxito de los andlisis
metagendmicos y su relevancia en la comprension de la resistencia a antibioticos en el

ecosistema acuatico.

3.5.1.1. Integridad del ADN y su relevancia para el andlisis Bioinformaético

La evaluacion de la integridad del ADN mediante electroforesis en gel de agarosa reveld
bandas definidas y nitidas, lo que indica que el ADN extraido se mantuvo intacto y sin
degradacion. La ausencia de fragmentacién es un indicador positivo, ya que sugiere que
el ADN es adecuado para estudios posteriores, como la secuenciacién y el analisis de
metagenomas. La integridad del ADN es crucial para la interpretacion de los resultados,
ya que cualquier degradacion podria llevar a conclusiones erréneas sobre la diversidad y

funcionalidad de las comunidades bacterianas.

Tabla 17: Integridad de ADN

Carga de ] )
Muestra Observaciones de Electroforesis
ADN (ng)
] ) Bandas definidas y concisas, indicando buena
Bahia Interior (BI) 20 ng _ )
integridad.
) Bandas mas nitidas e intensas, sin
Bahia Interior (BI) 10 pl (total)

fragmentacion.

Bandas definidas y concisas, indicando buena
Captacion Chimu (CH) 20 ng _ )
integridad.

) ) Bandas mas nitidas e intensas, sin
Captacion Chimu (CH) 10 ul (total) B
fragmentacion.

Se presenta un cuadro que resume los resultados de la evaluacion de la integridad del
ADN extraido de las muestras de la Bahia Interior y la Captacion Chimu. Este cuadro
puede ser utilizado para visualizar de manera clara y concisa la informacién sobre la
integridad del ADN, incluyendo la carga de ADN utilizada en la electroforesis y la

observacion de las bandas
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3.5.1.2. Diversidad y Abundancia de Genes de Resistencia a Antibidticos en
el Lago Titicaca

El analisis bioinformatico realizado sobre los metagenomas de ambas muestras revel6 la
presencia de un numero significativo de genes de resistencia a antibioticos, con 28 ARG
identificados en la Bahia Interior y 35 en la Captacion Chimu. La mayor abundancia de
ARG en la Captacion Chimu puede estar relacionada con la presion selectiva ejercida por
el uso humano del agua, lo que sugiere que las actividades antropogénicas, como la
contaminacién por desechos y el uso de antibiéticos, estan influyendo en la dindmica de
las comunidades bacterianas. Este hallazgo es preocupante desde el punto de vista de la
salud publica, ya que la presencia de ARG en fuentes de agua potable puede representar
un riesgo para la salud humana.

Tabla 18: Analisis Bioinformatico de ARG

Seccion Descripcion

Identificacion de ARG 28 ARG en la Bahia Interior y 35 en la Captacién Chimu.

Bahia Interior: vanYB (30.86%), dfrB1 (8.86%), catV
(7.27%). <br>
Captacion Chimu: vanYB (42.75%), vanWI (20.59%).

Genes Més
Representativos

Analisis Comparativo de La Captacién Chimu mostr6 mayor abundancia de ARG,
Abundancia sugiriendo mayor presion selectiva.

Riesgos para la salud pablica y necesidad de monitoreo

Implicaciones >
continuo.

En la tabla 18 resume los resultados del analisis bioinformatico de los genes de resistencia
a antibioticos (ARG) identificados en las muestras. Se encontraron 28 ARG en la Bahia
Interior y 35 ARG en la Captacion Chimu. Los genes mas representativos incluyen
vanYB, que mostré6 una cobertura del 30.86% en la Bahia Interior y 42.75% en la
Captacion Chimu. La comparacién de abundancia sugiere que la Captacién Chimu esta

bajo una mayor presion selectiva, posiblemente debido a la contaminacion antropogénica.

En la figura 11 presenta la abundancia de los genes de resistencia a antibiéticos (ARG)
en las muestras de la Bahia Interior y la Captacion Chimu. Se destacan los porcentajes de
cobertura de los genes mas representativos, como vanYB, dfrB1 y vanWI. La mayor
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cobertura de vanYB en la Captacion Chimu sugiere una mayor presion selectiva en esta

area, lo que puede estar relacionado con su uso como fuente de agua potable.

Figura 11: Abundancia de ARG en ambas muestras

ABUNDANCIA DE ARG
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o Riesgos para la Salud Puablica: La alta abundancia de ARG en la Captacion
Chimu puede aumentar el riesgo de infecciones resistentes, lo que representa un

desafio significativo para la salud publica (60,61).

e Necesidad de Monitoreo Continuo: Se requiere la implementacion de
programas de monitoreo continuo para evaluar la resistencia antimicrobiana y su

impacto en la salud publica y el medio ambiente (62).

3.5.1.3. Comparacion de la Presion Selectiva en la Bahia Interior y la

Captacion Chimu

El Grafico 4 muestra la comparacion del contenido de guanina y citosina (%GC) entre las
muestras de la Bahia Interior y la Captacion Chimu. La Bahia Interior presenta un %GC
del 46%, mientras que la Captacién Chimu tiene un %GC del 48%. Esta ligera diferencia
en la composicién de bases nitrogenadas puede tener implicaciones en la estabilidad y
funcionalidad del ADN, asi como en la diversidad genética de las comunidades

bacterianas presentes en cada muestra.
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Tabla 19: Comparacion de % GC entre Bahia Interior y Captacion Chimu

Muestra %GC
Bahia Interior 46%
Captacion Chimu 48%

Figura 12: Comparacion de % GC entre Bahia Interior y Captacion Chimu

%GC

48%
48%
47%
47%
46%

I

45%
Bahia Interior Captacién Chimu

Un mayor %GC en la Captacion Chimu podria indicar una mayor estabilidad del ADN
en esta area, lo que podria ser beneficioso para la supervivencia y funcionalidad de las
bacterias presentes, especialmente en un entorno que puede estar expuesto a presiones

selectivas, como la contaminacion y el uso humano del agua.

Ademas, estas diferencias en él %GC pueden influir en la diversidad genética de las
comunidades bacterianas, afectando su capacidad para adaptarse a cambios ambientales
y resistir condiciones adversas. Por lo tanto, el analisis del %GC no solo proporciona
informacion sobre la composicion del ADN, sino que también puede ser un indicador de

la salud y la dindmica de los ecosistemas acuaticos en el Lago Titicaca (60,63).

El estudio del %GC en las muestras de ADN extraido de la Bahia Interior y la Captacién
Chimu es fundamental para comprender la diversidad microbiana y las adaptaciones de
las comunidades bacterianas en respuesta a su entorno, lo que resalta la importancia de
realizar un monitoreo continuo de la calidad del agua y la salud de los ecosistemas

acuaticos.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




~v==". UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE [ - B\ —~CATOLICA

TESIS UCSM Z  DE SANTA MARIA

3.5.2. DISCUSION EVALUACION DE LA ABUNDANCIA DE GENES DE
RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS EN METAGENOMAS DE CONSORCIOS
BACTERIANOS DE LA BAHIA INTERIOR Y LA CAPTACION CHIMU DEL
LAGO TITICACA

3.5.2.1. Datos estadisticos y Comparacién del ADN secuenciado

De los datos estadisticos del ADN secuenciado en las muestras de la Bahia Interior y la
Captacion Chimu. Se observa que ambas muestras tienen un nimero total de secuencias
muy similar, con 5,643,902 en la Bahia Interior y 5,863,208 en la Captacién Chimu. La
cantidad total de bases nitrogenadas también es comparable, siendo 852.2 Mbp y 885.3
Mbp, respectivamente. Es importante destacar que ninguna de las secuencias fue
etiquetada como de baja calidad, lo que indica un proceso de secuencia miento eficiente
y de alta calidad. Ademas, el contenido de guanina y citosina (GC%) es ligeramente
mayor en la Captacion Chimu (48%) en comparacién con la Bahia Interior (46%), lo que
puede reflejar diferencias en la composicion genética de los consorcios bacterianos de

ambas localidades.

Tabla 20: Datos estadisticos de ADN secuenciado Bahia Interior y Captacion Chimu

Parametro Bahia Interior Captacion Chimu
Tipo de archivo FastQC Llamados de base
Codificacion Sanger / Hllumina 1.9 Sanger / lllumina 1.9
Secuencias Totales 5,643,902 5,863,208
Bases Totales 852.2 Mbp 885.3 Mbp
Secuencias de baja calidad 0 0

Tamafio promedio de
) 151 pares de bases 151 pares de bases
secuencias

%GC 46% 48%
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3.5.2.2. Comparacion de la Abundancia entre Sitios

La evaluacion de la abundancia de genes de resistencia a antibiéticos (ARG) en las
muestras de la Bahia Interior y la Captacién Chimu. Se identificaron un total de 28 ARG
en la Bahia Interior y 35 en la Captacion Chimu, lo que sugiere variaciones en la presion
selectiva y las condiciones ambientales entre los dos sitios. Los genes mas representativos
incluyen vanYB, que es predominante en ambas muestras, pero con una cobertura
significativamente mayor en la Captacion Chimu (42.75%) en comparacion con la Bahia
Interior (30.86%). Esta diferencia, junto con la presencia de otros genes como vanWil y
evgA en la Captacion Chimu, sugiere una mayor diversidad y abundancia de ARG en esta

ultima, posiblemente debido a la influencia de actividades humanas y contaminacion.

Tabla 21: Abundancia de los Genes de Resistencia encontrados

Seccion Bahia Interior Captaciéon Chimu

Total, de ARG identificados 28 35

Genes mas representativos  vanYB (30.86%) vanYB (42.75%)
dfrB1 (8.86%) vanWI (20.59%)
catV (7.27%) evgA (4.39%)

OXA-726 (3.4%)

La abundancia de los genes de resistencia a antibidticos mas representativos en ambas
muestras. Se observa que el gen vanYB es el méas abundante en ambas localidades, pero
su cobertura es notablemente mayor en la Captacion Chimu. Ademas, se destacan otros
genes como vanWI y evgA en la Captacion Chimu, lo que indica una mayor diversidad
de ARG en esta muestra. La comparacion visual de la cobertura de estos genes resalta la
diferencia en la presion selectiva y las condiciones ambientales que pueden estar

influyendo en la resistencia a antibiéticos en cada sitio (58,65-69).

Esta tabla 22 muestra la abundancia porcentual de los genes de resistencia a antibioticos
mas representativos en las muestras de la Bahia Interior y la Captacion Chimu. Se observa
que el gen vanYB es el mas abundante en ambas muestras, pero con una mayor

proporcion en la Captacién Chimu. Otros genes, como vanWI y evgA, estan presentes
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solo en la Captacion Chimu, lo que indica una mayor diversidad de ARG en esta

localidad.

Tabla 22: Abundancia de los Genes de Resistencia a Antibiéticos

Gen de Resistencia Babhia Interior (%) Captacion Chimu (%)

vanYB 30.86 42.75
dfrB1 8.86 0
catV 7.27 0
vanWi 0 20.59
evgA 0 4.39
OXA-726 0 3.4

Figura 13: Abundancia de los Genes a Resistencia a Antibioticos
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datos de abundancia de genes de resistencia a antibioticos (ARG) en las muestras de la

Bahia Interior y la Captacion Chimu.
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3.5.2.3. Calidad de ADN Secuenciado

El namero total de ARG identificados en la Bahia Interior y la Captacién Chimu. La
Captacion Chimu presenta una mayor abundancia de ARG (35) en comparacion con la
Bahia Interior (28), lo que sugiere una presion selectiva mas intensa en esta area. Esta
diferencia puede estar relacionada con el uso de la Captacién Chimu como fuente de agua
potable y la influencia de actividades humanas, como la agricultura y la acuicultura, que
pueden contribuir a la contaminacién y, por ende, a un aumento en la resistencia a
antibidticos. Estos hallazgos subrayan la necesidad de implementar programas de
monitoreo continuo para evaluar la resistencia antimicrobiana y su impacto en la salud

publica y el medio ambiente.

Figura 14: Calidad de ADN Secuenciado

Total de ARG Identificados
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Bahia Interior Captacion Chimu

La Captacion Chimu presenta una mayor abundancia de genes de resistencia a
antibioticos (ARG) en comparacion con la Bahia Interior, con 35 ARG identificados
frente a 28. Esta diferencia sugiere que la Captacion Chimu podria estar sometida a una
mayor presion selectiva, posiblemente debido a factores ambientales o actividades
humanas que favorecen la proliferacion de bacterias resistentes. Esto plantea
preocupaciones sobre la salud publica, ya que una mayor diversidad de ARG puede

aumentar el riesgo de infecciones resistentes a tratamientos.

La mayor cantidad de ARG en la Captacion Chimu puede estar relacionada con factores
ambientales, como la calidad del agua y la contaminacion por antibiéticos provenientes
de actividades humanas. Esta situacion resalta la necesidad de un monitoreo continuo de
la resistencia bacteriana en esta area, asi como la importancia de investigar las fuentes

especificas de contaminacién. Comprender la dindmica de la resistencia a los antibidticos
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en ecosistemas acudticos es crucial para desarrollar estrategias efectivas de mitigacion y

proteger la salud publica.
1. Babhia Interior:

Mantiene una alta calidad de secuenciacion hasta la posicién 120. Esto sugiere
que el ADN en esta muestra es mas confiable y tiene menos errores en esa parte

de la secuencia.

A partir de la posicién 121, la calidad disminuye a un nivel medio, lo que puede
indicar que hay més errores o menos confiabilidad en las lecturas de ADN en esa

region.
2. Captacion Chimu:

Tiene una alta calidad de secuenciacion solo hasta la posicion 105. Esto significa
que la calidad del ADN en esta muestra es buena, pero se reduce mas rapidamente

en comparacion con la Bahia Interior.

Desde la posicién 106 hasta 151, la calidad también es media, similar a la Bahia

Interior, pero se alcanza este nivel de calidad mas pronto.

En general, la Bahia Interior tiene una mejor calidad de ADN secuenciado en
comparacion con la Captacion Chimu, ya que mantiene una alta calidad durante mas

posiciones de lectura.

3.5.3. DISCUSION ANALISIS DEL RESISTOMA EN LOS METAGENOMAS
DE CONSORCIOS BACTERIANOS DE LA BAHIA INTERIOR Y CAPTACION
CHIMU DEL LAGO TITICACA

3.5.3.1. Parametros de Analisis de ARGs

Los parametros utilizados en el analisis de genes de resistencia a antibidticos (ARGS) en
las muestras de la Bahia Interior y la Captacion Chimu del Lago Titicaca. Se detalla el
tipo de muestra, la ubicacién, el nimero de filtros pasados, el porcentaje de reads totales
y el total de lecturas obtenidas. Estos parametros son fundamentales para evaluar la
calidad y la cantidad de datos generados durante el analisis, lo que permite una

identificacion precisa de los ARGs presentes en cada muestra.
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Tabla 24: Pardmetros de Analisis de ARGs

Tipo de Filtros . Reads
Muestra Muestra Lugar Pasados Porcentaje Totales
Bahia Interior Agua de Lago Lago Titicaca 1,229,193 21.78% 5,643,902
gﬁf’rﬁfm” Aguadelago Lago Titicaca 1,221,201 2083% 5,863,208

Los datos obtenidos muestran que ambas muestras de agua del Lago Titicaca presentan
un namero significativo de lecturas, lo que indica una buena cantidad de datos para el
analisis de ARGs. La Bahia Interior tuvo un total de 5,643,902 lecturas, mientras que la
Captacion Chimu tuvo un total de 5,863,208 lecturas. Aunque el porcentaje de reads
totales es ligeramente mayor en la Bahia Interior (21.78%) en comparacion con la
Captacion Chimu (20.83%), ambos porcentajes son relativamente cercanos, lo que

sugiere que la calidad de los datos es comparable entre las dos muestras.

3.5.3.2. Genes de Resistencia a Antibiéticos en la Bahia Interna y Captacion
Chimu

La tabla 25 muestra los genes de resistencia a antibidticos (ARGS) identificados en la
Bahia Interior del Lago Titicaca. Se identificaron un total de 28 ARGs, destacando
aquellos con los valores de cobertura mas elevados, como vanYB, dfrB1, catV y
Ecol emrE. Cada uno de estos genes se clasifica segun su tipo de farmaco, mecanismo
de resistencia y modelo de referencia. Estos resultados subrayan la diversidad y la
relevancia de los ARGs en la comunidad bacteriana de la Bahia Interior, lo que plantea

preocupaciones sobre la resistencia antimicrobiana en este ecosistema acuatico.

Tabla 25: Genes de Resistencia a antibioticos Bahia Interior

Clase de Modelo de

Gen , Mecanismo . % Cobertura %o ldentidad
Farmaco Referencia
Alteracion
vanYB A.n'[IbI,O'[I.CO del objetivo Homologo de 30.86% 50.56%
glicopéptido del proteina
antibiotico
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Antibiotico
diamino-
pirimidina

dfrB1

Antibidtico

catVv fenicol

Antibidtico

Ecol emrE .
- macroélido

Alteracion
del objetivo
del
antibiotico

Inactivacion
de
antibiéticos

Salida de
antibiéticos

Homdlogo de
proteina

Homdlogo de
proteina

Homdlogo de
proteina

8.86% 100%
7.27% 100%
6.31% 100%

La tabla 26 presenta los genes de resistencia a antibioticos (ARGSs) identificados en la

Captacion Chimu del Lago Titicaca. En total, se identificaron 35 ARGs, con vanYB y

vanWI como los genes mas predominantes en términos de cobertura. Este cuadro detalla

la clase de farmaco, el mecanismo de resistencia y el modelo de referencia para cada gen.
La diversidad de ARGs en la Captacion Chimu refleja la presion selectiva ejercida por el

uso de agua para consumo humano Y actividades agricolas, lo que resalta la importancia

de monitorear la resistencia antimicrobiana en esta area.

Tabla 26: Genes de Resistencia a antibidticos Captacion Chimu

Gen Clase de Farmaco Mecanismo Ig/(le ?gf;?}g: % Cobertura % ldentidad
Alteracion
vanYB A_ntlbl,Otl_CO del objetivo Homologo 42 75% 32 76%
glicopéptido del de proteina
antibidtico
Alteracion
vanwl . A_ntlbl_o_tlc_o _ del objetivo Homologo 20.59% 33.77%
diaminopirimidina del de proteina
antibidtico
evgA Antlbl_otlco Sa}ll.d,a.de Homologo 4.39% 100%
fluoroquinolona  antibidticos  de proteina
OXA-  Carbapenémico; Inactivacion Homdlogo
726 cefalosporina . c.j? . de proteina 3.40% 100%
antibioticos
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3.5.3.3. Coberturay Abundancia de ARGs

La comparacion de la cobertura de genes de resistencia a antibidticos (ARGS) entre la
Bahia Interior y la Captacion Chimu. Se observa que el gen vanYB tiene una mayor
cobertura en la Captacion Chimu, lo que sugiere una mayor presion selectiva en esta area.
Este grafico permite visualizar las diferencias en la abundancia de ARGs y resalta la
complejidad del resistoma en cada localidad, lo que puede tener implicaciones

significativas para la gestion de la resistencia antimicrobiana.

La cobertura de genes de resistencia a antibioticos (ARGS) entre la Bahia Interior y la
Captacion Chimu del Lago Titicaca. A continuacion, se detallan los hallazgos clave y su

interpretacion:

Tabla 27: Comparacion de Cobertura de ARGs

Gen Bahia Interior Captaciéon Chimu
vanYB 30.86% 42.75%
dfrB1 8.86% .
catV 1.21% .
Ecol emrE 6.31% .
vanWi . 20.59%
evgA . 4.39%
OXA-726 . 3.4%

En ambas localidades, el gen vanYB se destaca como el ARG con mayor cobertura,
alcanzando un 30.86% en la Bahia Interior y un 42.75% en la Captacién Chimu. Esto
sugiere que este gen, asociado con la resistencia a glicopéptidos como la vancomicina, es
un marcador significativo de la presion selectiva ejercida por el uso de antibidticos en el
entorno acuético. La mayor cobertura en la Captacion Chimu indica una posible mayor

exposicion a contaminantes que favorecen la proliferacion de bacterias resistentes.
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Figura 15: Comparacion de Cobertura de ARGs
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En la Bahia Interior, se identificaron otros genes como dfrB1 (8.86%), catV (7.27%) y
Ecol_emrE (6.31%), que también son relevantes para la resistencia a diferentes clases de
antibidticos. Sin embargo, en la Captacion Chimu, se observan nuevos genes como
vanWI (20.59%) y evgA (4.39%), que no estan presentes en la Bahia Interior. Esto sugiere
que la Captacion Chimu podria estar expuesta a diferentes fuentes de contaminacion que

promueven la diversidad de ARGs.

La identificacion de multiples ARGs en ambas localidades resalta la preocupacion por la
salud publica, ya que la presencia de estos genes en el agua potable puede aumentar el
riesgo de infecciones resistentes en la poblacion local. La mayor diversidad y cobertura
de ARGs en la Captacion Chimu sugiere que esta area podria estar bajo una mayor presion
de contaminacién, lo que podria tener implicaciones significativas para la salud de los

consumidores de agua de esta fuente (59).

En la figura 17 presenta la abundancia de genes de resistencia a antibioticos (ARGS) en
la Bahia Interior y la Captacion Chimu. Se destaca que la Captacion Chimu muestra una
mayor cantidad de ARGs identificados en comparacion con la Bahia Interior. Esta
diferencia sugiere que la Captacion Chimu podria estar mas expuesta a contaminantes
que favorecen la proliferacion de bacterias resistentes, lo que subraya la necesidad de

implementar estrategias de monitoreo y control en esta area.
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Figura 16: Abundancia de genes de Resistencia a antibioticos
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En la tabla 28 las implicaciones de los hallazgos sobre la presencia de genes de resistencia
a antibioticos (ARGS) en el agua potable del Lago Titicaca. Se identifican dos areas clave
de preocupacion: los riesgos para la salud publica, dado que la presencia de ARGs puede
aumentar el riesgo de infecciones resistentes en la poblacion local, y el impacto en la
biodiversidad, que resalta la necesidad de monitorear la salud del medio ambiente y la
diversidad microbiana. Este grafico enfatiza la urgencia de abordar la resistencia

antimicrobiana como un problema critico de salud publica y ambiental.

Tabla 28: Implicaciones

Implicacion Bahia Interior Captacion Chimu

Riesgos para la Salud

) Alta Muy Alta
Publica
Impacto en la
o Moderado Alto
Biodiversidad
Necesidad de Monitoreo Necesario Urgente
Estrategias de Mitigacion Recomendadas Criticas

e Riesgos para la Salud Publica: Indica el nivel de riesgo asociado a la presencia

de genes de resistencia a antibioticos (ARGS) en el agua potable de cada sitio.
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« Impacto en la Biodiversidad: Refleja como la resistencia a antibioticos puede

afectar la diversidad microbiana en la Bahia Interior y la Captacion Chimu.

o Necesidad de Monitoreo: EvalGa la urgencia de implementar programas de

monitoreo de la calidad del agua y la resistencia a antibidticos en cada sitio.

o Estrategias de Mitigacion: Sugiere la necesidad de acciones especificas para

reducir la contaminacion y la propagacion de ARGs en cada area (73,74).

3.5.3.4. Discusién de Resultados con Estudios Anteriores.

1. Calidad del ADN y Métodos de Extraccion:
Los resultados sobre la calidad del ADN extraido en la Bahia Interior (41.512
ng/ul) y la Captacion Chimu (22.321 ng/ul) son consistentes con los hallazgos de
Yuan et al. (2012), quienes también destacaron la importancia de utilizar
protocolos de extraccion adecuados para maximizar la recuperacién de ADN en
microbiomas. Esto sugiere que la metodologia empleada en este estudio es
efectiva y se alinea con las mejores practicas recomendadas en la literatura.

2. ldentificacion de ARG:
La identificacion de 28 ARG en la Bahia Interior y 35 en la Captacion Chimu
respalda los hallazgos de Yang et al. (2018), quienes realizaron un analisis global
de la presencia de genes de resistencia en lagos y encontraron una alta diversidad
de ARG en ambientes acuaticos. Este estudio refuerza la idea de que los lagos,
como el Titicaca, son reservorios significativos de resistencia antimicrobiana.

3. Abundancia de ARG y Presion Selectiva:
La mayor abundancia de ARG en la Captacion Chimu, especialmente el gen
vanYB (42.75%), se relaciona con los resultados de Zhu et al. (2013), que
documentaron un aumento en la resistencia a antibiéticos en granjas de cerdos en
China, sugiriendo que la presion selectiva por el uso de antibiéticos en ambientes
humanos y agricolas contribuye a la proliferacion de estos genes. Esto indica que
las actividades humanas en la region de Puno pueden estar influyendo en la
dinamica de resistencia en el Lago Titicaca.

4. Impacto en la Salud Publica:
La identificacion de maltiples ARG en el agua potable de ambas localidades
plantea serios riesgos para la salud puablica, lo que coincide con las
preocupaciones expresadas por Martinez et al. (2015) sobre la creciente amenaza
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de la resistencia antimicrobiana en ambientes acuaticos. La necesidad de
implementar estrategias de monitoreo y control se alinea con las recomendaciones
de Czekalski et al. (2015), quienes enfatizan la importancia de la vigilancia
continua para mitigar la propagacion de la resistencia.

5. Diversidad Microbiana:

La diversidad de especies bacterianas identificadas en este estudio es coherente
con los hallazgos de Tang et al. (2015), quienes observaron una alta diversidad
microbiana en lagos salobres. Esto sugiere que el Lago Titicaca, a pesar de su
altitud y condiciones unicas, alberga una rica comunidad microbiana que puede

ser afectada por la contaminacion y el uso de antibidticos.
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CONCLUSIONES

1. Este estudio evalu6 el ADN extraido de la Bahia Interior y la Captaciéon Chimu del
Lago Titicaca, enfocandose en la calidad del ADN, la diversidad de genes de
resistencia a antibioticos (ARG) y el contenido de guanina y citosina (%GC). Se
observé que la Bahia Interior presenté una mayor concentracion de ADN (41.512
ng/ul) y se identificaron 28 ARG, mientras que la Captacion Chimu mostré 35 ARG
y un %GC del 48%, en comparacion con el 46% de la Bahia Interior. Estos hallazgos
subrayan la necesidad urgente de monitorear la calidad del agua y la salud de los
ecosistemas acudticos, asi como la importancia de abordar la resistencia a
antibidticos en el contexto de la actividad humana, lo que puede tener implicaciones
significativas para la salud publica y la conservacion ambiental.

2. Seidentificaron un total de 28 genes de resistencia a antibioticos (ARGS) en la Bahia
Interior y 35 ARGs en la Captacion Chimu del Lago Titicaca, lo que evidencia una
presencia significativa de resistencia antimicrobiana en estos ecosistemas acuaticos.
El gen vanYB fue el ARG con mayor cobertura en ambas localidades, alcanzando un
30.86% en la Bahia Interior y un 42.75% en la Captacion Chimu. La Captacion
Chimu mostré una mayor diversidad de ARGs, incluyendo genes como vanWI y
evgA, que no se encontraron en la Bahia Interior. La presencia de multiples ARGs
en el agua potable de ambas localidades plantea serios riesgos para la salud publica,
aumentando la probabilidad de infecciones resistentes en la poblacion local. Se
recomienda implementar estrategias de monitoreo y control para abordar la
resistencia antimicrobiana en el Lago Titicaca, que incluyan vigilancia continua de
la calidad del agua y la resistencia a antibioticos, asi como practicas adecuadas de
manejo de residuos. Es fundamental realizar investigaciones adicionales para
comprender mejor la dinamica de la resistencia antimicrobiana en el Lago Titicaca y
desarrollar estrategias efectivas para mitigar su propagacioén, asegurando asi la salud
publica y la conservacién del ecosistema acuatico.

3. Elanalisis de genes de resistencia a antibioticos (ARGS) en las muestras de agua del
Lago Titicaca, especificamente en la Bahia Interior y la Captacion Chimu, ha
revelado resultados significativos que destacan la presencia de una diversidad
potencial de ARGs en este ecosistema acuatico. Se obtuvieron un total de 5,643,902
lecturas en la Bahia Interior y 5,863,208 lecturas en la Captacion Chimu, con
porcentajes de lecturas totales del 21.78% y 20.83%, respectivamente. Estos datos
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indican una buena calidad y cantidad de informacion para la identificacion de ARGs,
sugiriendo que ambos sitios pueden estar expuestos a factores que favorecen la
resistencia a antibioticos, como la contaminacién por desechos humanos o agricolas.
Estos hallazgos resaltan la necesidad de un analisis mas profundo de las fuentes de

contaminacién y su impacto en la salud pablica y el medio ambiente.
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RECOMENDACIONES

- Se sugiere que futuras investigaciones se centren en la evaluacion continua de la
dinamica de los genes de resistencia a antibioticos (ARGS) en el Lago Titicaca,
utilizando metodologias metagenémicas avanzadas para obtener una comprension
mas profunda de la diversidad y abundancia de estos genes en diferentes temporadas
y condiciones ambientales. Ademas, es crucial investigar las fuentes especificas de
contaminacién que contribuyen a la proliferacion de ARGs, incluyendo el analisis de
efluentes de aguas residuales y practicas agricolas.

- Es fundamental investigar las fuentes especificas de contaminacion que contribuyen
a la presencia de ARGs en el lago. Esto incluye el analisis de aguas residuales,
escorrentia agricola y otras actividades humanas que puedan estar introduciendo
antibioticos y microorganismos resistentes en el ecosistema.

- Realizar estudios que evallen la relacion entre la presencia de ARGs y factores como
la calidad del agua, la biodiversidad microbiana y las practicas de manejo del agua.
Esto ayudara a comprender mejor como las condiciones ambientales influyen en la

resistencia a antibioticos.
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Anexos 1 Protocolo de extraccion de ADN

PureLink™ Microbiome DNA Purification Kit

Purification of high-quality microbial DNA from microbial culture and transport media samples

Catalog Number 79790
Pub. No. MANODT4337  Rev. Al

WARNING! Read the Safety Data Sheets (SDSs) and —— : o
! follow the handling ]I‘IEtl'L‘IC‘h;]IIS. Wear appropriate E:[Et'tl::; ?&;‘;Edumm‘ with 50
protective evewear, clothing, and gloves. Safety Data Sheets 154C tg 30°C:
(5Ds) ar= available from thermofisher.com/support. Purelink™ Collection Tubes 100
Bead Tubest 50

Product description B Not usad in this procodure
El Add 13 mL ol 6-100% ethanod balore use. See "Belore you begin™ on
The Invitrogen™ PureLink™ Microbicme DINA Purification Eit page I.
B Ships separately.

enables fast purification of high-quality microbial and host DNA
from a wide varisty of sample types. The kit uses proven
PursLinle™ spin-column technology for robust vields of purified
DINA that is ready for downstream PCE, sequending, or other
applications.

Typical DNA recovery is 5-20 ug from 1 mL of microbial culture.
For transport media, DNA is recovered in sufficient quantity for
downstream PCR detection, but may be undetectable by

Required materials

Unless otherwise indicated, all materials are available through

thermofisher.com. MLS: Fisher Scientific

(www.fisherscientific.com) or other major laboratory supplier.

spectrophotometric methods. Table 2 Required materials not included with the kit
Procedure overview ltem Sourca
This guide deseribes purification of DNA from microbial culture Heat block, dry bath, or water bath, 45°C | MLS

{for example, from single colonies or from broth cultures) or Hquid

transport media (for example, Amiss or Stuart Transport [Optronad For dry bath, Lab Armor™ Beads | Cal. no. A12543
Medium). In this procedure, the microorganisms are efficiently i .

Ivsed by a combination of heat, chemical, and mechanical Microcentrifuge capable of 14,000 = g MLS
distuption with spedalized beads. The sample is then applisd to a Vortes: mixars, 200 MLS
PureLink™ spin column, and the DINA that is bound to the column
undergoes a single wash befors elution. For vortex bead homogenization: hands-free | Fisher Scientific

gle P adapter for vortex mizer, with horizontal tube | NCOOTOTREE
orentation
Kit contents [Optional; alternative te vortex bead Ormni 19-040, or
homogenization] Bead mill homogenizer equivalent

Table 1 PureLink™ Microbome DNA Purification Kit [Cat. ne. AZ9790, 2 - a

50 reactions) Adjustable pipettors, 100-1000 gl MLS

c : Quantit 5t ;Erﬁtsnlrliuge tubes, DNase-free, 1.5 ml or | MLS
S1—Lysis Buffer 40mL Fthanol, 96-100% MLS
52—Lysis Enhancer bml L mwmﬂ;wgmmm USing WG MIXErs, ane
jcated to the hands- pler.
53—Cleanup Buffer!!! 125mL Ao 20°C A Cat no. AMID0RS not available for sale) can slso be used
la

S4—Rinding Buffer A5 ml

55— Wash Buller Concentratel®! 13mL

Sé—Elution Buffer Eml

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPQSITORIO DE
TESIS UCSM

UNIVERSIDAD

CATOLICA ;
DE SANTA MARIA

Table 3 Additional materals required for sample volumes =2.0 mL

ltem Source
Conical tubes, 15 mL, DNase-free Cat. no. AM12500
Benchtop centrifuge for 15-ml conical tubes MLS
Workflow
3'_;'“; Centrifuge
Prist
E‘ =81 '-b:ad: +82 Hest
Prepare the 40 min ¥
lysate S
i | [] | Bead beat
v
==
Supemaiant
v
T}
Bind the ONA . [ 3] Bind
to the column S min celumn
v
+B5
E — \Wash
Golumn
Wash and . Y
elute the DNA © ™ .
== Elute
Flas-thmugh
= = centrifugation

Important procedural guidelines

Sample input requirements and handling
*  Collect samples acoording to your laboratory guidelines and

experimental needs.
* Recommended input amount:
Sample type Amount
Microbial culture 0.2-2 mL
Transport medialll 0.2-5ml

W Swab remaved; squesze swab against the side of the tube before
removal to ensure maximal release of cells nto the media.

For efther sample type, volumes as low as 0.2 mL can be
used. For 0.2-mL samples, you may add the sample directly
to 800 uL of 51 —Lysis Buffer, instead of centrifuging and
resuspanding the microbial pellet in 800 pL of 51 —Lysis
Buffer.

*  Ensure that samples are mixed thoroughly with 51 —Lysis
Buffer and 52— Lysis Enhancer to areate a homogenous

Alternatives to the optimized procedure

*  This procedure is optimized for homogenization by bead
beating on the vortex mixer with horizontal agitation. This is
a cost-effective method for recovery of high-quality microbial
DNA Ensure that the vortex adapter enables horizontal
agitation; adapters with a vertical tube orientation may not
agitate adequately.
Mote: Balance the vortex adapter to ensure proper movement
of the adapter and optimal homogenization.
If you use a bead mill homogenizar, follow the
manufachurer's instructions to optimizs sample distuption

* This procedure is optimized for centrifugations at 14,000 « g.
The PureLink™ Spin Columns with Collection Tubes can
withstand up to 16,000 x g

If your microcentrifuge is not capable of 14,000 « g, adjust the
centrifugation times to ensure that all of the sampls passes
through the cohumn.

Options for elution

*  The DINA can be eluted from the column with 50-200 uL of
56— Elution Buffer, to optimize the concentration of the
recovered DINA

*  Two sequential elution steps with 56— Elution Buffer might
increase the vield slightly. For exampls, for a total elution
wolumea of 100 L, sither:

- Perform two sequential elution steps with 50 uL of 56—
Elation Buffer, or

- Perform the first elution step with 100 uL of 56— Elution
Buffer, then apply the flow-through (containing the
eluted DMA| to the same column and repeat for a
second elution.

*  [f desired, perform the final elution spin inte nuclease-free
1.53-mL microcentrifuge tubes, instead of the collection tubes
supplied with the ldt, which do not have caps. Position the
cap of the microcentrifuge tubes opposite the direction of
rotation.

Before you begin

Before first use of the Kit: prepare S5—Wash Buffer

Add 13 mL of 96-100% ethanol to 55—Wash Buffer Concentrate
mix well, and stors at room temperature.

Before each use of the kit

If predipitate is visible in 51— Lysis Buffer or 54— Binding Busfer,
warm the buffers at 37°C for 5 mimates and shake well to dissclve
the precipitate.
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Methods
Perform the procedurs at room temperaturs (20-25°C), unless otherwise indicated.
1 Prepare the lysate 3. Centrifuge the sample at 14,000 = g for 10 minutes to pellet the microorganisms.
Samples larger than 5 mL may require longer centrifugation times for optimal recovery of
micToorganisms.

Use an appropriately sized centrifugs tube; do not us= a Bead Tube.
b. Carefully remowve the supematant and discard.

Avoid disturbing the microbial pellet during this step. Loss of pellet will result in decreased
vield.

¢. Resuspend the microbial pellet in 300 pl of 51 —Lysis Buffer, pipet up and down or vortex to
resuspend, then transfer the sample to the Bead Tube.

d. Add 100 pL of 52—Lysis Enhancer, cap securely, and vortex briefly.

¢. Incubate at 65°C for 10 minutes.

f. Homogenize by bead beating for 10 minutes at masdmum speed on the vorte: miner.
Use the hands-free adapter and horizontal agitation.

0. Cenfrifuge at 14,000 « g for 2 minutes.

h. Transferup to 500 pL of the supematant to a clean microcentrifuge tubs, avoiding the bead pellst
and any debris.

2 Bind the DNA to the a. Add %00 pl of S4—Binding Buffer, and vortex brisfly.

column b. Load 700 uL of the sample mibdture onto a spin column-tube assembly, and centrifuge at

14,000 = g for 1 mirmte.
¢. Discard the flow-through, and repeat step 2b with the remaining sample mixture.

3 Wash and elute the DNA 2. Place the spin column in a clean collection tube, add 500 uL of 55—Wash Buffer, then cenfrifuge
the spin column-tube assembly at 14,000 = g for 1 minute.

b. Discard the flow-through, then centrifuge the spin column-tube assembly at 14,000 = ¢ for
30 seconds.

The second centrifugation optimizes removal of 55—Wash Buffer, which could interfers with
downstream applications.

¢. Place the spin column in a clean tube, add 100 pL of 56 —Elution Buffer, then incubate at room
temperature for 1 minute.

d. Centrifuge the spin column-tube assembly at 14,000 = ¢ for 1 minute, then discard the column.
The purified DNA is in the tube.

The DNA is ready for immediate use. Altematively, store the purified DINA:
v At4*Cforup to 1 week
v At -20°C for long-term storage.
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Troubleshooting

Dbservation Possible cause Recommended action
Low yield Inefficient lysis. Heat samples at 95°C for 5-10 minutes instead of at £5°C far
10 minutes,

Heat at 95°C for 5-10 rminutes, and bead beat for a longer time or
using a higher power setting.

Low levels of DNA in the sample. Repeat the purification with more starting material.

Larger sample volumes may require longer centrifugation times in
ther imtial step to pellel the microorganismes,

Inhibition of PCR or other Presence of inhubiters in the Dilute the DNA 10- to 100-fold for PCR.
downstream reactions recovered DNA.

Repeat the punfication with an additional cleanup step:

1. Alter bead beating and centrifugation, transfer up to 400 pL of
the supernatant to a clean microcentrifuge tube.

2. Add 250 pl of 53—Cleanup Bulfer, and vortex immediately.

3. Centrifuge at 14,000 = glor 2 minutes, then transfer up to
500 pl of the supernatant to a clean microcentrifuge tube,
avoiding the pellet.

4. Proceed to "Bind the DNA to the column” on page 3.

Documentation and support Limited product warranty
Life Technologies Corporation and/or its affiliate(s) warrant their
Revision history MANDOO14332 (English) products as set forth in the Life Techmologies' General Terms and
Conditions of Sale found on Life Technologies' website at
Revision Date Description www.thermofisher.com/us/en'home/global/terms-and-

conditions.html. If you have any questions, please contact Life

Al September 2015 | New document. Technolosics at i fisher.com/support.

Th infarmation in 1his guide |5 SUBJeCT 1o change witnout notice
DISCLAIMER:

10 THE EXTENT ALLOWED BY LAW, LIFE TECHNOLOGIES ANDYOR ITS AFFILIATES] WILL MOT BE LIABLE FOR SPECIAL, INCIDEMTAL, INDIRECT, PUNITIVE, MULTIFLE, OR
CONSEQUENTIAL DAMAGES N CONNECTION WITH OR ARISING FROM THIS DOCUMENT, INCLUDING ¥0OUR LSE OF IT,

Impartant Licensing inbormation: Thase products may be covered by ofe or more Limited Use Label Licaises. By use of these products, you accepl the @rms and condivons of 3il
applicable Limived Use Labed Licenses.

2015 Thermao Fisher Sciennific Inc, Al rights rosenied, Al irademarks are e propery of Thermo Fisher Scionnific and i subsidiaries unipss athaenstse speciod

For support wisit thermofisher.com/support or email techsupport@lifetech.com
thermalisher.com
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Anexos 2 Resistoma de la Bahia Interior

gene drug_class mechanism model contig_coverage_breadth | contig_percent_id
AAC(6")-1b7 aminoglycoside antibiotic antibiotic protein 3.0534 100
inactivation homolog
Bifidobacterium rifamycin antibiotic antibiotic protein
adolescentis target homolog
rpoB mutants alteration;
conferring antibiotic
resistance to target
rifampicin replacement
BlaB-20 carbapenem; penam antibiotic protein 3.2 100
inactivation homolog
CARB-52 penam antibiotic protein 2.0761 100
inactivation homolog
EreA2 macrolide antibiotic antibiotic protein
inactivation homolog
Erm(50) macrolide antibiotic; lincosamide antibiotic; antibiotic protein 2.6515 100
streptogramin antibiotic target homolog
alteration
74

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis



REPOQSITORIO DE
TESIS UCSM

" UNIVERSIDAD

DE SANTA MARIA

Escherichia coli macrolide antibiotic antibiotic protein 6.3063 100
emrE efflux homolog

FIM-1 carbapenem; cephalosporin antibiotic protein 2.6616 100
inactivation homolog

LHK-6 carbapenem; cephalosporin antibiotic protein 1.7903 100
inactivation homolog

LRA-8 cephalosporin; penam antibiotic protein 2.6144 100
inactivation homolog

LImA 23S lincosamide antibiotic antibiotic protein 4.8611 100
ribosomal RNA target homolog

methyltransferase alteration

MuxC macrolide antibiotic; monobactam; tetracycline | antibiotic protein 0.7715 100
antibiotic; aminocoumarin antibiotic efflux homolog

Nocardia rifamycin antibiotic antibiotic protein 1.4768 100
farcinica rox inactivation homolog

OXA-31 carbapenem; cephalosporin; penam antibiotic protein 2.5271 100
inactivation homolog

OXA-45 carbapenem; cephalosporin; penam antibiotic protein 2.2642 100
inactivation homolog

SHV-123 carbapenem; cephalosporin; penam antibiotic protein 3.69 100
inactivation homolog
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VIM-69 carbapenem; cephalosporin; cephamycin; antibiotic protein 3.0075 100
penam; penem inactivation homolog
aadS aminoglycoside antibiotic antibiotic protein 2.0833 100
inactivation homolog
adeB glycylcycline; tetracycline antibiotic antibiotic protein 0.6757 100
efflux homolog
almG peptide antibiotic antibiotic protein 2.9197 100
target homolog
alteration
catVv phenicol antibiotic antibiotic protein 7.2727 100
inactivation homolog
dfrB1 diaminopyrimidine antibiotic antibiotic protein 8.8608 100
target homolog
replacement
ermZ macrolide antibiotic; lincosamide antibiotic; antibiotic protein 2.4735 100
streptogramin antibiotic target homolog
alteration
mefC macrolide antibiotic antibiotic protein
efflux homolog
mphG macrolide antibiotic antibiotic protein
inactivation homolog
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nalC macrolide antibiotic; fluoroquinolone antibiotic; | antibiotic protein 3.7383 100
monobactam; carbapenem; cephalosporin; efflux overexpression
cephamycin; penam; tetracycline antibiotic;
peptide antibiotic; aminocoumarin antibiotic;
diaminopyrimidine antibiotic; sulfonamide
antibiotic; phenicol antibiotic; penem
salE lincosamide antibiotic; streptogramin antibiotic; | antibiotic protein 1.4706 100
streptogramin A antibiotic; pleuromutilin target homolog
antibiotic protection
sdrM fluoroquinolone antibiotic; disinfecting agents antibiotic protein 1.5625 100
and antiseptics efflux homolog
tcr3 tetracycline antibiotic antibiotic protein 0.9747 100
efflux homolog
vanJ glycopeptide antibiotic antibiotic protein 2.4169 100
target homolog
alteration
vanT gene in glycopeptide antibiotic antibiotic protein 1.1412 100
vanN cluster target homolog
alteration
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vanY gene in glycopeptide antibiotic antibiotic protein 30.855 50.56
vanB cluster target homolog
alteration
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Anexos 3 Resistoma de la Captacion Chimu

gene drug_class mechanism | model contig_coverage_breadt | contig_percent_i
h d
APH(3")-11la | aminoglycoside antibiotic antibiotic protein 2.6415 100
inactivation | homolo
g
BRO-1 penam antibiotic protein 2.5478 100
inactivation | homolo
g
EVM-1 carbapenem antibiotic protein 2.9412 100
inactivation | homolo
g
GOB-11 carbapenem; cephalosporin; penam antibiotic protein 2.7304 100
inactivation | homolo
g
LRA-13 cephalosporin; penam antibiotic protein 2.459 100
inactivation | homolo
g
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MAL-1 carbapenem antibiotic protein 2.3256 100
inactivation | homolo
g
MexW macrolide antibiotic; fluoroquinolone antibiotic; | antibiotic protein homolog
tetracycline antibiotic; phenicol antibiotic; | efflux
disinfecting agents and antiseptics
OCH-6 monobactam;  cephalosporin;  cephamycin; | antibiotic protein 2.046 100
penam; penem inactivation | homolo
g
OXA-551 carbapenem; cephalosporin; penam antibiotic protein 2.7027 100
inactivation | homolo
g
OXA-726 carbapenem; cephalosporin; penam antibiotic protein 3.3962 100
inactivation | homolo
g
OXA-839 carbapenem; cephalosporin; penam antibiotic protein 2.8986 100
inactivation | homolo
g
OXA-926 carbapenem; cephalosporin; penam antibiotic protein 2.6022 100

inactivation | homolo

g
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OprA macrolide antibiotic; fluoroquinolone antibiotic; | antibiotic protein 1.2821 100
aminoglycoside antibiotic; carbapenem; | efflux homolo
tetracycline antibiotic g
POM-1 carbapenem antibiotic protein 2.439 100
inactivation | homolo
g
RbpA rifamycin antibiotic antibiotic protein homolog
target
protection
Staphylococcu | macrolide antibiotic; aminoglycoside antibiotic; | antibiotic protein 1.4553 100
saureus LmrS | oxazolidinone antibiotic; diaminopyrimidine | efflux homolo
antibiotic; phenicol antibiotic g
TLA-3 fluoroquinolone antibiotic; monobactam; | antibiotic protein 2.2581 100
cephalosporin inactivation | homolo
g
adeC glycylcycline; tetracycline antibiotic antibiotic protein 1.2876 100
efflux homolo
g
adeJ macrolide antibiotic; fluoroquinolone antibiotic; | antibiotic protein 0.8499 100
lincosamide antibiotic; carbapenem; | efflux homolo
cephalosporin; tetracycline antibiotic; rifamycin g
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antibiotic; diaminopyrimidine antibiotic;
phenicol antibiotic; penem

almG peptide antibiotic antibiotic protein 2.5547 100
target homolo
alteration g

amrA aminoglycoside antibiotic antibiotic protein 2 100
efflux homolo
g
eptB peptide antibiotic antibiotic protein 1.2174 100
target homolo

alteration g

erm(32) macrolide antibiotic; lincosamide antibiotic; | antibiotic protein 2.4911 100
streptogramin antibiotic target homolo

alteration g

evgA macrolide antibiotic; fluoroquinolone antibiotic; | antibiotic protein 4.3902 100
penam; tetracycline antibiotic efflux homolo
g
IsaC lincosamide antibiotic; streptogramin antibiotic; | antibiotic protein 1.6227 100
pleuromutilin antibiotic target homolo

protection g
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mdsA monobactam;  carbapenem;  cephalosporin; | antibiotic protein 1.7115 100
cephamycin; penam; phenicol antibiotic; penem | efflux homolo
g
mdsB monobactam;  carbapenem;  cephalosporin; | antibiotic protein 0.6629 100
cephamycin; penam; phenicol antibiotic; penem | efflux homolo
g
mdtA aminocoumarin antibiotic antibiotic protein 1.4423 100
efflux homolo
g
mexM phenicol antibiotic antibiotic protein 1.5544 100
efflux homolo
g
msrH macrolide antibiotic; streptogramin antibiotic antibiotic protein 1.6427 100
target homolo
protection g
gacEdeltal disinfecting agents and antiseptics antibiotic protein homolog
efflux
rpoB2 rifamycin antibiotic antibiotic protein homolog
target
alteration;
antibiotic
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target
replacement
smeF macrolide antibiotic; fluoroquinolone antibiotic; | antibiotic protein 1.2848 100
tetracycline antibiotic; phenicol antibiotic efflux homolo
g
tet(44) tetracycline antibiotic antibiotic protein 0.936 100
target homolo
protection g
tet(K) tetracycline antibiotic antibiotic protein 1.7391 100
efflux homolo
g
vanT gene in | glycopeptide antibiotic antibiotic protein 1.2802 100
vanE cluster target homolo
alteration g
vanW gene in | glycopeptide antibiotic antibiotic protein 20.5882 33.77
vanl cluster target homolo
alteration g
vanXY gene in | glycopeptide antibiotic antibiotic protein 3.1373 100
vanG cluster target homolo
alteration g
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vanY gene in

vanB cluster

glycopeptide antibiotic

antibiotic
target
alteration

protein

homolo

g

42.7509

32.76
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Recoleccion de muestra en la bahia

interior

&

Filtracién de las muestras recolectadas
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