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Resumen

El ciprofloxacino (CIP) es un antibiotico de la familia de las fluoroquinolonas ampliamente
utilizado en medicina humana y veterinaria, reconocido por su recalcitrancia, baja
biodegradabilidad relativa y persistencia de actividad antimicrobiana en distintas
matrices. Debido a estas caracteristicas, constituye un contaminante emergente de
interés para estudiar respuestas microbianas asociadas a tolerancia, transformacion
parcial y potenciales aplicaciones biotecnoldgicas. El objetivo de esta tesis fue evaluar
bacterias cultivables aisladas desde agua de mar y sedimento de dos bahias
subantarticas para determinar su capacidad de tolerar CIP y promover su
biotransformacion parcial mediante procesos co-metabodlicos dependientes de la
disponibilidad de carbono. Para ello, se obtuvieron aislados bacterianos desde las bahias
subantarticas, Dos Lobos (DL) y Puesto Pomar (PP), sitios seleccionados por presentar
sefales locales de intervencion antropica. Las cepas fueron caracterizadas mediante
ensayos de susceptibilidad antimicrobiana, concentracion minima inhibitoria de CIP,
crecimiento en medio minimo M9 suplementado con glucosa o acetato de sodio,
bioensayos de actividad antimicrobiana residual y analisis gendémicos de aislados
seleccionados. Los resultados evidenciaron perfiles heterogéneos de no susceptibilidad
antimicrobiana, principalmente frente a ampicilina, cefuroxima y cloranfenicol. La
tolerancia a CIP se restringié a un subconjunto de aislados y dependié del contexto
metabdlico del cultivo. En medio minimo, el crecimiento en presencia de CIP ocurrio
principalmente cuando se incorporé acetato de sodio como fuente adicional de carbono,
mientras que CIP por si solo no sostuvo crecimiento detectable. La actividad

antimicrobiana residual se mantuvo durante el ensayo, sin una disminucion temporal

viii



consistente atribuible a la incubacidén bacteriana, por o que no se obtuvo evidencia
funcional suficiente para demostrar la biotransformacion parcial del antibiético. A nivel
gendmico, no se identificaron genes clasicos de resistencia a quinolonas ni sustituciones
en la regiébn determinante de resistencia a quinolonas (QRDR) asociadas a
fluoroquinolonas. En conjunto, la hipotesis fue respaldada parcialmente, ya que los
aislados toleraron CIP bajo condiciones dependientes de carbono, aunque no
promovieron una biotransformacion funcionalmente detectable. Desde una perspectiva
biotecnoldgica, estos resultados destacan el valor de los aislados ambientales
subantarticos como modelos para estudiar respuestas fisiologicas frente a antibiéticos
en ambientes frios y orientar estrategias de bioprospeccion centradas en tolerancia, co-

sustratos y biotransformacion de contaminantes emergentes.



Abstract

Ciprofloxacin (CIP) is a fluoroquinolone widely used in human and veterinary medicine,
recognized for its recalcitrance, relatively low biodegradability, and persistence of
antimicrobial activity in different matrices. These characteristics make CIP an emerging
contaminant of interest for studying microbial responses associated with tolerance partial
transformation, and potential biotechnological applications. The aim of this thesis was to
evaluate culturable bacteria isolated from seawater and sediment from two subantarctic
bays to determine their capacity to tolerate CIP and promote its partial transformation
through co-metabolic processes dependent on carbon availability. For this purpose,
bacterial isolates were obtained from Dos Lobos (DL) and Puesto Pomar (PP) bays, sites
selected based on local signs of anthropogenic intervention. The strains were
characterized by antimicrobial susceptibility assays, minimum inhibitory concentration of
CIP, growth in M9 minimal medium supplemented with glucose or sodium acetate,
residual antimicrobial activity bioassays, and genomic analyses of selected isolates. The
results showed heterogeneous antimicrobial non-susceptibility profiles, mainly against
ampicillin, cefuroxime, and chloramphenicol. CIP tolerance was restricted to a subset of
isolates and depended on the metabolic context of the culture. In minimal medium, growth
in the presence of CIP occurred mainly when sodium acetate was incorporated as an
additional carbon source, whereas CIP alone did not sustain detectable growth. Residual
antimicrobial activity was maintained throughout the assay, without a consistent temporal
decree attributable to bacterial incubation; therefore, there was insufficient functional
evidence to demonstrate partial biotransformation of the antibiotic. At the genomic level,

no classical quinolone resistance genes or substitutions in the quinolone resistance-



determining region (QRDR) associated with fluoroquinolones resistance were identified.
Overall, the hypothesis was partially supported, as the isolate s tolerated CIP under
carbon-dependent conditions, although they did not promote functionally detectable
biotransformation. From a biotechnological perspective, these results highlight the value
of subantarctic environmental isolates as models for studying physiological responses to
antibiotics in cold environments for guiding bioprospecting strategies focused on

tolerance, co-substates, and biotransformation of emerging contaminants.
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1 Introduccién

Los antibidticos son compuestos antimicrobianos utilizados como agentes
quimioterapéuticos para el tratamiento de enfermedades infecciosas causadas por
bacterias en humanos y animales (Cytryn et al., 2017). Ademas de su uso clinico y
veterinario, estos compuestos poseen actividad biolégica capaz de modular
comunidades microbianas en distintos ambientes. De manera natural, diversos hongos
y bacterias sintetizan antibiéticos como metabolitos secundarios asociados a funciones
competitivas en el entorno microbiano, los cuales pueden inhibir el crecimiento
bacteriano (efecto bacteriostatico) o producir la muerte de la bacteria (efecto bactericida).
Estos efectos son el resultado de la interferencia con procesos celulares esenciales, tales
como la biosintesis de la pared celular, la sintesis proteica o la replicacion y reparacion
del ADN, entre otros mecanismos (Blair et al., 2015; Clardy et al., 2009; Hutchings et al.,

2019).

El desarrollo de agentes antimicrobianos modernos se remonta a comienzos del siglo
XX, cuando compuestos como el Salvarsan comenzaron a utilizarse para tratar
infecciones bacterianas (Aminov, 2010; Crofts et al., 2017). Desde entonces, los
antibidticos se han convertido en uno de los pilares fundamentales de la medicina
moderna. Su implementacién ha tenido un impacto decisivo en la salud humana y animal,
consolidandose como un avance fundamental en la medicina moderna al permitir el
tratamiento eficaz de infecciones bacterianas y la prevencion de complicaciones en
intervenciones médicas complejas (Hutchings et al.,, 2019). En particular, su

administracién  profilactica en  procedimientos  quirurgicos ha  contribuido



significativamente a la reduccién de la mortalidad asociada a intervenciones invasivas
(Ng and Chong, 2012). Sin embargo, el incremento sostenido en su uso ha generado
efectos colaterales no previstos, particularmente en relacion con la seleccion y

diseminacion de la resistencia antimicrobiana (RAM) (Ashfield et al., 2026).

Un analisis global realizado en 76 paises de ingresos medios y bajos revel6 que, entre
2000 y 2015, el consumo de antibiéticos aumenté un 65% (Klein et al., 2018). No
obstante, se estima que aproximadamente el 30% de las prescripciones antibidticas son
innecesarias (Fleming-Dutra et al., 2016). Asimismo, una revision sistematica, que
incluyd 3.302 estudios, evidencié que el 62% de los antibidticos se dispensan sin
prescripcion médica, particularmente para el tratamiento de infecciones urinarias y
respiratorias, predominando aquellos de amplio espectro (Auta et al., 2019). En el ambito
veterinario, los antibiéticos han sido utilizados con fines terapéuticos y subterapéuticos,
incluyendo su administracion en dosis bajas como promotores de crecimiento en ganado
destinado al consumo humano. Aunque esta practica ha sido restringida o prohibida en
diversas regiones, contribuyé historicamente al aumento de la presidén selectiva en
sistemas agropecuarios (Kemper, 2008; Kumar et al.,, 2018). En Chile, el Servicio
Agricola y Ganadero (SAG), mediante la Resolucién Exenta N° 4.854/2019, ha
fortalecido la regulacion del uso de antimicrobianos en produccién animal, restringiéndolo
principalmente a fines terapéuticos y metafilacticos, en el marco de un enfoque de uso
prudente. Si bien los antibidéticos han transformado la medicina moderna, su uso
inapropiado e indiscriminado ha favorecido la seleccion y propagacion de la RAM,

generando implicancias que trascienden el ambito clinico (Browne et al., 2021; Bungau



et al.,, 2021). En este contexto, comprender el papel del ambiente como reservorio y
escenario evolutivo de la RAM se vuelve fundamental para abordar esta problematica de

manera integral.

La RAM constituye un problema complejo y multifactorial, cuya propagacion esta
determinada por la interaccion entre los seres humanos, los animales y el ambiente. Bajo
el enfoque One Health (Una Salud), estos componentes se encuentran estrechamente
interconectados, siendo la cadena alimentaria una de las principales vias para la
circulacion y diseminacién de bacterias resistentes (BRA) y genes de resistencia (GRA).
Esta interconexion, sumada a la liberacion continua de antibidticos al entorno, ha llevado
a considerarlos como contaminantes emergentes en el medioambiente (Carvalho and
Santos, 2016; Chaturvedi et al., 2021; Garcia et al., 2020; Gothwal and Shashidhar, 2015;
Kemper, 2008; Ventola, 2015). Un factor clave en la diseminacién de la RAM radica en
que, durante su uso, entre el 50% y el 80% de la dosis ingerida se excreta sin metabolizar
completamente a través de la orina y las heces de animales y humanos. En
consecuencia, estos compuestos alcanzan los sistemas de alcantarillados y las Plantas
de Tratamiento de Aguas Servidas (PTAS). Sin embargo, los procesos convencionales
de tratamiento no logran eliminar completamente los antibiéticos, las BRA ni los GRA,
permitiendo su liberacion en los efluentes tratados (Couto et al., 2019). Esta situacion
favorece la dispersion de la RAM vy, aunque las BRA existen de manera natural en el
medio ambiente, su prevalencia es significativamente superior en areas con mayor

influencia antropogénica (Kim and Aga, 2007).



Las bacterias poseen diversos mecanismos de resistencia a los antibiéticos, cuya
expresion puede inducirse o0 seleccionarse en respuesta a la exposicion a estos
compuestos. Los genes asociados a estos mecanismos pueden trasmitirse mediante
transferencia horizontal o vertical, frecuentemente a través elementos genéticos moviles
(EGM) (Holmes et al., 2016a; Pehrsson et al., 2016; Sgrensen et al., 2005). Asi, los GRA
pueden diseminarse en el ambiente mediante: (i) transformacion, a través de la captacion
de ADN libre liberado, por ejemplo, tras lisis bacteriana, (ii) conjugacion, mediante la
transferencia directa de plasmidos u otros elementos conjugativos entre bacterias; y (iii)
transduccion, mediada por bacteriofagos que pueden movilizar material genético
bacteriano (Holmes et al., 2016b). Entre los mecanismos que posibilitan la resistencia se
incluyen la inactivacion enzimatica o modificacion quimica del antibiético, el impedimento
de su ingreso al citoplasma bacteriano, la accién de bombas de expulsidn, la produccion
de moléculas que interfieren en su mecanismo de accién, la alteracion o proteccion del
sitio sobre el que actua (blanco o diana) y la sobreproduccion de los blancos

intracelulares (Blair et al., 2015; Munita and Arias, 2016).

Debido a la emergencia de este problema, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS)
incorporé la RAM en la estrategia multisectorial Una Salud y establecié un plan de accién
global con cinco objetivos estratégicos, entre los que destacan el fortalecimiento de la
vigilancia, la investigacion y la garantia de inversiones sostenibles para enfrentarla
(Mackenzie and Jeggo, 2019; White and Hughes, 2019). En este contexto, la expansién
de BRAYy la diversidad de mecanismos de resistencia han incrementado la complejidad

del control de la RAM a escala global. La capacidad de las bacterias para adquirir y



transferir GRA, sumada a la persistencia de los antibiéticos en el ambiente, ha favorecido
la aparicion y diseminacion de nuevas BRA. Este fendmeno ha impulsado la aparicién
de bacterias con perfiles de resistencia cada vez mas amplios, incluyendo cepas
multirresistentes (MDR), extensivamente resistentes (XDR) y panresistentes (PDR),
limitando las opciones terapéuticas disponibles y contribuyendo al desarrollo de una
crisis sanitaria de alcance mundial (Frost et al., 2005; Kim and Cha, 2021; Kitano et al.,
2026). En este escenario, resulta fundamental comprender y monitorear la dispersion de
la RAM en matrices ambientales que actuan como reservorios de BRA y GRA, ademas
de constituir espacios de intercambio genético horizontal, a fin de dilucidar la dinamica
ecolégica de la RAM vy disefiar estrategias integrales de vigilancia, prevenciéon vy

mitigacion bajo el enfoque Una Salud (Aarestrup and Woolhouse, 2020; Wu et al., 2025).

1.1 Presencia de antibiéticos en el medioambiente

En las ultimas décadas, numerosos estudios han documentado la presencia de
antibiéticos en diversas matrices ambientales, como aguas residuales, aguas
superficiales, sedimentos y suelos, lo que evidencia su persistencia en los ecosistemas
y su potencial impacto ecoldgico (Boxall, 2004; Manzetti and Ghisi, 2014; Wu et al.,
2025). En consecuencia, estos compuestos han sido reconocidos como contaminantes
emergentes debido a su liberacion continua, persistencia y actividad biolégica residual
en el ambiente (Koch et al., 2021a; Martinez, 2009; Ashfield, et al., 2025). Incluso cuando
se encuentran a concentraciones inferiores a la concentracién minima inhibitoria (CMI),
su presencia puede generar condiciones selectivas que favorecen la persistencia de
microorganismos con menor susceptibilidad a los antibidticos (Jutkina et al., 2016;

Stanton et al., 2020; Tang et al., 2015; Wang et al., 2025).



Los antibidticos liberados al medioambiente pueden alterar la estructura, composicion y
funcibn de las comunidades microbianas. A concentraciones elevadas, estos
compuestos pueden reducir la diversidad microbiana y favorecer la dominancia de
poblaciones tolerantes o resistentes, modificando la composicion taxonémica y el
funcionamiento de los ecosistemas (Cycon et al., 2019; Wu et al., 2025). Ademas, la
exposicion prolongada a concentraciones subinhibitorias poder inducir respuestas
fisiologicas y celulares, incluyendo estrés oxidativo y alteraciones en sistemas de
comunicacion bacteriana, como el quorum sensing, asi como en otras vias metabdlicas.
Estas respuestas pueden modificar las interacciones entre los microorganismos y afectar
el funcionamiento de las comunidad microbianas expuestas (Feng et al., 2021; Zhao et

al., 2021).

La persistencia de un antibiético en el ambiente depende tanto de sus propiedades
fisicoquimicas como de las caracteristicas de la matriz ambiental en la que se encuentra.
Factores como la adsorcion al material particulado, la temperatura, el pH, la actividad
microbiana y el contenido de materia organica influyen de manera significativa en su
degradacion y permanencia (Ashfield et al., 2026). Por ejemplo, se ha observado que el
ciprofloxacino (CIP), una fluoroquinolona de segunda generacién empleada comunmente
en infecciones del tracto urinario y digestivo puede presentar una vida media de 2310 +
1155 dias en biosélidos bajo condiciones experimentales (Walters et al., 2010).
Asimismo, entre el 45% y el 62% de la dosis ingerida se excreta por orina 'y entre un 15%

y el 25% por las heces (Giger et al., 2003). Esto implica una liberaciéon constante de



cantidades elevadas de antibiéticos hacia las aguas residuales, posteriormente tratadas
en las PTAS. Las fluoroquinolonas, como por ejemplo CIP, se han detectado de forma
habitual en aguas residuales hospitalarias, en efluentes de PTAS y en diversos cuerpos
de agua (rios y lagos), con concentraciones que van desde los ng/L hasta los ug/L
(Hernandez et al., 2019; Kimmerer, 2009). Aunque presentan alta afinidad por la materia
organica del suelo (Leal et al., 2013), también pueden acumularse en lodos de PTAS. En
un estudio realizado por Golet et al., 2002 se evidencié que, si bien los lodos activados
de una PTAS en Suiza eran capaces de eliminar el 50% de CIP y norfloxacino (NOR),
estos compuestos se acumulaban en los lodos y, tras 21 meses sin uso, aun se
registraban concentraciones del orden de pg/kg, lo que confirma su persistencia frente a
la biodegradacion. Estos antecedentes evidencian la elevada persistencia ambiental de
CIP y su capacidad para acumularse en matrices asociadas a sistemas de tratamiento

de aguas servidas.

Las PTAS constituyen una de las principales vias de liberacién de antibidticos y
elementos de resistencia hacia el medio ambiente, ya que los procesos convencionales
no estan disefiados para remover completamente estos compuestos ni los genes
asociados (Uluseker et al., 2021; Zhu et al., 2024). Las aguas residuales que ingresan a
las PTAS contienen mezclas complejas de antibidticos, BRA y GRA provenientes de
fuentes hospitalarias, industriales, agricolas y domésticas (Garcia et al., 2020; llabaca-
Carrasco et al., 2025; Li et al., 2013; Rizzo et al., 2013; Yan et al., 2021). La combinacién
de una alta carga bioldgica y quimica con procesos no optimizados para estos

contaminantes favorece tanto su persistencia como su liberacion en los efluentes



(Uluseker et al., 2021; Zhu et al., 2024). Como resultado, concentraciones detectables
de antibidticos y GRA pueden encontrarse en los efluentes descargados hacia los

cuerpos de agua receptores.

En numerosos casos, estos efluentes son descargados en rios utilizados para el riego
agricola, favoreciendo el ingreso de antibidticos a los suelos, donde pueden
bioacumularse o infiltrarse hacia aguas subterraneas (Manzetti and Ghisi, 2014).
Estudios realizados en distintas regiones del mundo han informado concentraciones
ambientalmente relevantes de fluoroquinolonas y otros antibidticos en efluentes de
PTAS. Por ejemplo, en tres plantas de Estados Unidos se detectaron concentraciones
de entre 40 y 705 ng/L de CIP, ofloxacino (OFX), sulfametoxazol (SXT) y trimetoprima
(TMP) (Renew and Huang, 2004). De manera similar, un estudio en 13 PTAS europeas
identificd 17 antibidticos en concentraciones de 3 a 598 ng/L en efluentes descargados
hacia cuerpos de agua dulce y marinos, incluyendo CIP, azitromicina (AZM), sulfapiridina

(SPY), ampicilina (AMP), tetraciclina (TET), SXT y TMP (Rodriguez-Mozaz et al., 2020).

La presencia ambiental de antibidticos se encuentra estrechamente vinculada a la
actividad antropogénica. Aunque los impactos han sido ampliamente documentados en
regiones densamente pobladas y con una intensa actividad agricola, industrial o
sanitaria, estudios recientes han demostrado que estos compuestos también estan
presentes en ecosistemas considerados remotos o con escasa intervencion humana
(UNEP, 2023). En particular, en la Antartica, la creciente actividad asociada al turismo, la

investigacion cientifica, las bases militares y la pesca ha favorecido la introduccion y



dispersion de antibioticos y BRA (Gonzalez-Alonso et al., 2017; Hernandez et al., 2019;
Hernandez and Gonzalez-Acuia, 2016; Rabbia et al., 2016; Jara et al., 2020). La mayoria
de las infraestructuras en la Antartica se ubican en zonas costeras concentrando
aproximadamente el 81% de los asentamientos humanos (Brooks et al., 2019). Dentro
de este contexto, la Isla Rey Jorge, ubicada en las Islas Shetland del Sur en el extremo
norte de la Peninsula Antartica, concentra una de las mayores densidades de actividad
humana del continente. En su sector occidental se encuentra la Bahia Fildes,
considerada como uno de los principales polos logisticos y cientificos de la Antartica,
albergando multiples bases con dotacion permanente y estacionales de distintos paises,
ademas de infraestructura aeroportuaria y un elevado transito maritimo asociado al
abastecimiento, la investigacion y el turismo. Hernandez et al. (2019) reportaron la
presencia de diversos antibidticos en aguas residuales tratadas, descargadas en esta
bahia, detectdndose CIP en el 92% de las muestras y NOR en el 54%, con
concentraciones promedio cercanas a 0,89 pg/Ly 0,75 ug/L, respectivamente. Asimismo,
CIP fue detectado en muestras de agua de mar recolectadas en las inmediaciones de
los emisarios, lo que sugiere una remocion limitada de estos compuestos en los sistemas

de tratamiento convencionales y evidencia su dispersion en el entorno costero.

La deteccién persistente de fluoroquinolonas en efluentes tratados y ambientes marinos
costeros, incluso en ecosistemas remotos como la Antartica, plantea interrogantes
respecto a su destino ambiental y los procesos que regulan su permanencia o
transformacion. Una vez liberados al medio, estos compuestos pueden sufrir procesos

abioticos como fotdlisis, hidrdlisis o sorcion en particulas y sedimentos. No obstante, la



biodegradacién microbiana es identificada como un proceso fundamental en la
eliminacién y transformacion de compuestos organicos en ambientes acuaticos, ya que
microorganismos heterétrofos capaces de metabolizar o transformar estos compuestos
desempefian un papel clave en su atenuacién natural (Bueno et al., 2023; Ji et al., 2025;

Narayanan et al., 2023).

1.2 Procesos de degradacion y transformaciéon microbiana de antibiéticos

La degradacion ambiental de antibidticos involucra procesos abidticos y bidticos cuya
relevancia relativa depende tanto de las propiedades fisicoquimicas de cada compuesto
como por las condiciones ambientales, incluyendo el pH, la temperatura, la radiacion
solar, la disponibilidad de oxigeno, la actividad microbiana y el contenido de materia
organica. La degradacion abidtica comprende reacciones fisicoquimicas como la
oxidacion, la fotdlisis o la hidrélisis, cuya contribucién varia segun la estructura quimica
del antibidtico y las caracteristicas ambientales (Koch et al., 2021b). Por ejemplo, la
hidrdlisis es una ruta relevante para la degradacién de los B-lactamicos, mientras que la
fotdlisis desempefia un papel importante en la degradacién de quinolonas y tetraciclinas
(Braschi et al., 2013; Thiele-Bruhn and Peters / Landbauforschung, 2007). No obstante,
en el caso de las fluoroquinolonas, los productos generados por procesos fotoquimicos
o hidroliticos suelen conservar el nucleo quinolénico (4-quinolona, manteniendo

parcialmente su actividad antibacteriana (Reis et al., 2020).

Por otro lado, la degradacion bidtica depende de la actividad catabdlica de comunidades
microbianas presentes en el sistema, asi como de factores ambientales como su

contenido de materia organica, pH, temperatura, humedad, disponibilidad de nutrientes
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y condiciones redox (Cycon et al., 2019). Estos procesos pueden manifestarse como
biotransformacion parcial, modificaciones estructurales especificas o, en menor medida,
mineralizacién completa del compuesto (Reis et al., 2020). Desde el punto de vista
metabolico, la biodegradacion de antibidticos puede ocurrir mediante metabolismo
directo, cuando el antibidtico es utilizado como fuente de carbono y/o nitrégeno, o
mediante co-metabolismo, en el cual su transformacion ocurre incidentalmente durante

la degradacioén de otros sustratos (Nsenga Kumwimba and Meng, 2019).

En particular, las fluoroquinolonas tienden a presentar tasas de biodegradacion inferiores
y una mayor persistencia ambiental que otras clases de antibidticos (Kimmerer, 2009; Li
and Zhang, 2010; Baran eta al., 2026). Este comportamiento se ha atribuido tanto a la
estabilidad estructural del nucleo quinolonico, que limita la accion enzimatica directa,
como a su elevada capacidad de adsorcidon a materia organica y sedimentos, lo que
reduce su biodisponibilidad en fase acuosa y favorece su acumulacion en matrices
soélidas (Leal et al., 2013; Reis et al., 2020; Tolls, 2001). Estudios de biodegradabilidad
han mostrado que CIP es recalcitrante en sistemas acuosos, sin mineralizacion
significativa, y que en suelos la fraccion mineralizada es baja (<1%), permaneciendo la
mayor parte del compuesto como residuos no extraibles asociados a la matriz sélida
(Girardi et al., 2011). Estos resultados indican que su persistencia ambiental esta
fuertemente condicionada por procesos de sorcion y por la limitada biodisponibilidad

efectiva del antibidtico.
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Las transformaciones microbianas reportadas para CIP incluyen hidroxilacién del nucleo
aromatico, oxidacion y modificaciones del anillo piperazinico, desfluoracion vy
modificaciones del grupo carboxilico en posicion C-3 (Cai et al., 2022a; Roh et al., 2009).
No obstante, estas reacciones corresponden principalmente a modificaciones
funcionales periféricas que alteran su actividad antibacteriana, sin implicar
necesariamente la ruptura del nucleo quinolénico. Asimismo, se ha descrito la N-
acetilacion del anillo de piperazina mediada por la enzima aminoglucdosido
acetiltransferasa AAC(6’)-Ib-cr, generando derivados acetilados con menos actividad
antimicrobiana; sin embargo, esta modificacion constituye un mecanismo de inactivaciéon
mas que una ruta catabdlica completa (Robicsek et al., 2006). En consecuencia, la
evidencia disponible sugiere que la transformacion microbiana de CIP en sistemas
ambientales corresponde mayoritariamente a procesos de modificacién parcial de su

estructura.

Diversos estudios han sefalado que la transformacion de CIP ocurre con mayor
frecuencia bajo esquemas de co-metabolismo que como resultado de su utilizacion como
fuente exclusiva de carbono (Bueno et al., 2023; Liao et al., 2016). Feng et al. (2019)
demostraron que un consorcio bacteriano incremento significativamente la remocion de
CIP en presencia de co-sustratos facilmente asimilables, tales como aminoacidos,
carbohidratos y acidos organicos, mientras que su degradacion fue limitada cuando el
antibiético se suministré6 como unico sustrato. De manera consistente, otros trabajos han

reportado que la disponibilidad de fuentes adicionales de carbono favorece la aparicion
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de metabolitos derivados de transformaciones oxidativas parciales del compuesto (Cai

et al., 2022a; Liao et al., 2016).

En sistemas de tratamiento biolégico, procesos como la nitrificacion han sido asociados
a la transformaciéon de ciertos antibidticos, donde enzimas como la amoniaco-
monooxigenasa puede participar en reacciones de oxidacion no especificas (Roh et al.,
2009; Yu et al., 2018). No obstante, la eficiencia de biodegradaciéon varia
considerablemente entre compuestos y depende de su estructura quimica,
concentracion inicial y de la composicion de la comunidad microbiana. Estos
antecedentes sugieren que la disponibilidad de sustratos primarios puede inducir
actividad metabolica que favorece la transformacién co-metabdlica de CIP, sin que ello
implique necesariamente su incorporacion directa al metabolismo central ni su

mineralizacion completa.

A pesar de los avances en la caracterizaciéon de rutas de transformacién de CIP y de la
identificacion de consorcios bacterianos capaces de modificarlo en condiciones
experimentales, aun existe informacion limitada sobre capacidad intrinseca de
comunidades bacterianas provenientes de ambientes naturales para transformar
fluoroquinolonas bajo condiciones de restriccion nutricional y bajas temperaturas. Esta
brecha de conocimiento es particularmente evidente en sistemas marino-costeros
subantarticos, donde la presion antropogénica asociada al trafico maritimo y actividad

pesquera podria favorecer la introduccion ocasional de compuestos farmacoldgicos
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persistentes, aunque no haya estudios que evaliuen especificamente la presencia o

concentracion de CIP en estos ambientes.

En este contexto, la capacidad de comunidades microbianas adaptadas a condiciones
ambientales extremas para transformar compuestos recalcitrantes adquiere particular
interés. La persistencia estructural de fluoroquinolonas como CIP y la dependencia de
procesos de co-metabolismo sugieren que la produccion de enzimas implicadas en su
transformacion podria estar condicionada por las adaptaciones metabdlicas propias de
cada ecosistema. Por ello, explorar el potencial metabdlico de microorganismos
provenientes de ambientes frios y oligotréficos permite ampliar la comprensién de los
mecanismos de transformacion de antibidticos en condiciones ambientales poco
estudiadas, abriendo ademas la posibilidad de identificar capacidades biotecnoldgicas

asociadas a dichas adaptaciones.

1.3 Potencial biotecnolégico de microorganismos provenientes de la Antarticay

area subantartica

Los ambientes extremos, como la Antartica y subantartica, constituyen reservorios de
diversidad microbiana aun poco caracterizadas, en los que la seleccion impuesta por
condiciones ambientales restrictivas favorece adaptaciones fisiolégicas de potencial
interés biotecnoldgico (Gonzalez-Rocha et al., 2017; Collins and Margesin, 2019). En
este continente, la fraccion libre de hielo representa una proporcién reducida de la
superficie total y concentra la mayor parte de la actividad bioldgica y la infraestructura

humana (Brooks et al., 2019; Terauds et al., 2012). Estas areas se distribuyen en

14



regiones biogeograficas diferenciadas por gradientes ambientales y un marcado
aislamiento geografico, lo que contribuye a una marcada heterogeneidad espacial de

comunidades microbianas (Terauds et al., 2012; Zucconi et al., 2025).

La actividad microbiana en sistemas antarticos esta condicionada principalmente por
bajas temperaturas, disponibilidad limitada de agua en estado liquido y escasez de
carbono organico utilizable, ademas de factores como radiacién UV elevada y ciclos
hidrologicos variables (Cary et al., 2010; Cavicchioli et al., 2019). Estas restricciones
ambientales limitan la productividad y favorecen la persistencia de microorganismos con
estrategias eficientes de mantenimiento celular y aprovechamiento de recursos,
caracteristicas que pueden traducirse en capacidades metabdlicas de interés

biotecnoldgico y ambiental (Collins and Margesin, 2019; Kuddus et al., 2024).

Las bacterias psicrofilas han desarrollado un conjunto de adaptaciones estructurales y
regulatorias que les permiten mantener el crecimiento y la actividad metabdlica a bajas
temperaturas (Collins and Margesin, 2019; Ramoén et al., 2023). En ambientes frios, la
disminucion de la fluidez de la membrana y la reduccidn de la actividad enzimatica se
asocian a una caida en la eficiencia de transcripciéon y traduccion, en parte por la
estabilizacién de estructuras secundarias en acidos nucleicos y por restricciones en el
plegamiento de proteinas (Keto-Timonen et al., 2016; Zhang and Gross, 2021). Para
contrarrestar estos efectos, es frecuente la remodelaciéon de la membrana, incluyendo
incrementos en la concentracion de acidos grasos insaturados y otros ajustes lipidicos,

lo que permite preservar la fluidez de la membrana en condiciones de baja temperatura
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(Collins and Margesin, 2019; Li et al., 2024; Ramoén et al., 2023). A nivel catalitico,
aquellas enzimas adaptadas al frio suelen mostrar mayor eficiencia catalitica relativa a
bajas temperaturas, atribuida en muchos casos a mayor flexibilidad conformacional y
menor estabilidad térmica, lo que resulta relevante desde una perspectiva biotecnoldgica

(Hamid et al., 2022; Kuddus et al., 2024).

En paralelo a los sistemas antarticos, los habitats subantarticos del Estrecho de
Magallanes albergan una diversidad microbiana potencialmente relevante, al combinar
condiciones ambientales frias con gradientes oceanograficos complejos. Esta region
incluye multiples bahias influenciadas por corrientes provenientes del Océano Pacifico,
Atlantico y por la corriente circumpolar, ademas de presentar un transito maritimo
significativo (Armada de Chile, 2020; Brun et al., 2020; Moore et al., 2018). Aunque
sectores del area occidental corresponden a zonas protegidas y de baja ocupacion
permanente, existen presiones relacionadas a la actividad pesquera y al transito
maritimo. En este contexto, el Convenio Internacional para Prevenir la Contaminacion
por Buques (MARPOL) permite, en su Anexo |V, la descarga de aguas servidas no
tratadas a 12 millas nauticas (~22 km) de la costa (Annex IV of MARPOL 73/78
Regulations for the Prevention of Pollution by Sewage from Ships, n.d.), aun cuando se
aplican ciertos tratamientos, no es posible garantizar la completa eliminacion de residuos

de antibidticos (Kovalakova et al., 2020; Vicente-Cera et al., 2019).

Un estudio reciente de Marcoleta et al. (2022) aislé 113 cepas de zonas cercanas a las

bases antarticas (areas intervenidas) y 166 cepas de areas no intervenidas, revelando
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gue unicamente tres cepas de areas no intervenidas mostraban resistencia a CIP, frente
a 24 cepas resistentes en las zonas intervenidas. El analisis metagenémico también
sefalé que los principales mecanismos de resistencia se relacionan con enzimas que
inactivan antibidticos y con bombas de expulsion. Estos hallazgos son consistentes con
estudios previos realizados en la Peninsula Fildes por Jara et al. (2020), quienes
detectaron bacterias y genes de resistencia en ambientes dulceacuicolas cercanos a
actividades humanas, incluyendo resistencia a CIP y una elevada frecuencia de
resistencia a TET y otros antimicrobianos. Del mismo modo, Rabbia et al. (2016)
demostraron que los cuerpos de agua influenciados por descargas provenientes de
bases cientificas presentaban una mayor prevalencia de bacterias resistentes en
comparacién con sitios menos impactados. En conjunto, estos antecedentes indican que,
aunque la resistencia a los antimicrobianos forma parte del resistoma natural antartico,
la actividad humana favorece el enriquecimiento y la dispersién de bacterias resistentes

y de sus determinantes genéticos en estos ecosistemas.

Si bien no existen estudios sistematicos que evaluen la presencia o transformacion de
fluoroquinolonas en bahias especificas del Estrecho de Magallanes, la combinacion de
condiciones ambientales frias, baja disponibilidad de carbono y potencial ingreso
episoédico de compuestos antropogénicos plantea interrogantes sobre las capacidades
funcionales de su microbiota. En sistemas oligotroficos, la disponibilidad de sustratos
organicos puede modular la actividad metabdlica y favorecer procesos de transformacion

incidental de moléculas persistentes.
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En este contexto, considerando la elevada persistencia ambiental y la naturaleza
recalcitrante de ciprofloxacino (capacidad de un compuesto para resistir la degradacién
biolégica o quimica en el ambiente) y la evidencia previa que sugiere que su
transformacién ocurre predominantemente bajo esquemas de co-metabolismo, se
plantea la siguiente hipdtesis de trabajo: bacterias aisladas desde ambientes
subantarticos podrian exhibir capacidad de tolerancia y/o transformacién parcial
de ciprofloxacino bajo condiciones experimentales controladas, particularmente
en presencia de fuentes adicionales de carbono que adapten su actividad

metabdlica.
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2 Hipétesis

Aislados bacterianos provenientes de bahias subantarticas sujetas a presion
antropogénica presentan capacidad para tolerar ciprofloxacino y promover su
biotransformacién parcial mediante procesos co-metabdlicos dependiente de la

disponibilidad de carbono.

3 Objetivo general

Evaluar el potencial metabdlico de aislados bacterianos provenientes de bahias
subantarticas sujetas a presidbn antropogénica para tolerar y biotransformar

ciprofloxacino bajo condiciones experimentales controladas.

3.1 Objetivos especificos

1. Aislar e identificar bacterias provenientes de bahias subantarticas sujetas a
presion antropogénica, y caracterizar su perfil de susceptibilidad a antibiéticos,
con énfasis en ciprofloxacino.

2. Evaluar la capacidad de crecimiento y tolerancia de los aislados bacterianos
en presencia de ciprofloxacino bajo diferentes condiciones de disponibilidad
de carbono.

3. Evaluar el potencial funcional y genémico de cepas seleccionadas para tolerar
y biotransformar ciprofloxacino, mediante ensayos de actividad antimicrobiana

residual y analisis de secuenciacion de genoma completo.
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4 Metodologia

4.1 Sitios de estudio

En septiembre de 2021, durante una expedicién cientifica en el Estrecho de Magallanes,
se seleccionaron dos bahias subantarticas bajo influencia marina y con evidencia visible
de presidn antropogénica costera. El primer sitio se nombré Dos Lobos, ubicado en las
Islas Charles (53°45'15.6” S; 72°05'32.2” O), cercana al Parque Nacional Marino
Francisco Coloane. El segundo sitio correspondié a Puesto Pomar, localizado en el Seno
Otway (53°15'38.2” S; 79°10'49.6” O), en las proximidades del Parque Nacional
Kawésqar (Figura 1). En ambos sectores se observé acumulacion de residuos solidos en
la zona de varamiento asociada a la linea de la alta marea, lo que fue considerado como
antecedente cualitativo de intervencién antrépica. Estas observaciones fueron

documentadas mediante registro fotografico georreferenciado durante la campana.
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Figura 1. Ubicacion geografica de los sitios de muestreo en subantartica.

(A) Localizacion regional de bahia Dos Lobos y Puesto Pomar en la Region de
Magallanes y la Antartica Chilena. (B) Acercamiento geografico de los sitios de muestreo
en relacion con el Seno Oatway y Punta Arenas. Los cuadros indican donde se
encuentran las bahias seleccionadas durante la expedicién. Fuente: Elaboracion propia

generada en QGIS (version 3.40.5-Bratislava).

4.2 Recoleccion de muestras y aislamiento de bacterias

En cada bahia se obtuvieron tres muestras independientes de sedimento superficial y

una muestra de agua de mar. Las muestras de sedimento, de matriz predominantemente
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arenosa, fueron recolectadas a lo largo de un transecto lineal, desde la zona de baja mar
hasta el limite de la vegetacion costera, en puntos equidistantes de 15 m
aproximadamente, lo que permitié capturar la variabilidad espacial a pequefia escala
dentro de cada sitio. Las muestras de agua de mar se recolectaron desde la zona central
de cada bahia en una embarcacién menor, utilizando contenedores estériles con una
capacidad de 2 L. En cada punto de muestreo se registraron in situ la temperatura y el

pH, utilizando un termémetro digital y un pH-metro portatil debidamente calibrado.

El procesamiento microbiologico primario para el aislamiento bacteriano se realiz6
inmediatamente después de la recoleccion, a bordo de la embarcaciéon de la expedicion,
con el fin de minimizar alteraciones en la viabilidad de las bacterias cultivables. Para ello,
5 g de sedimento humedo fueron suspendidos en agua ultrapura estéril en proporcién
1:10 (p/v) y homogenizados en agitador durante 10 min a maxima velocidad.
Posteriormente, la suspension se dejo decantar brevemente y la fraccion sobrenadante
fue filtrada a través de membranas estériles de 0,45 um de tamano de poro. En el caso
de las muestras de agua de mar, se filtraron directamente 2 L por la misma membrana.
Las membranas obtenidas fueron depositadas sobre agar cromogénico (Medio
Cromogénico E. coli-Coliformes, Condalab, Cat.:1340) e incubadas en condiciones
aerobias a ~25 °C durante 36 h. Posteriormente, las placas fueron trasladas al laboratorio
del Instituto Antartico Chileno (INACH), donde se realiz6 la seleccion de colonias
considerando criterios morfoldgicos y cromogénicos, incluyendo tamano, forma, borde,
elevacion, textura y coloracion de las colonias desarrolladas en el agar cromogénico, de

acuerdo con las propiedades diferenciales del medio. Las colonias que presentaron
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morfotipos y tonalidades distintas fueron repicadas individualmente en agar Luria-Bertani
(Oxoid) inclinado y enviadas al Laboratorio de Investigacion en Agentes Antimicrobianos

(LIAA) de la Universidad de Concepcion.

En el LIAA, los aislados transportados en agar inclinado fueron reactivados mediante
siembra en agar MacConkey (Oxoid) e incubados a 15 °C y 30 °C por 24 a 36 h, con el
fin de evaluar su crecimiento a distintas temperaturas y seleccionar aquellas condiciones
que permitieran un desarrollo éptimo. A partir de las colonias obtenidas, se realizaron
sucesivos repiques para asegurar la obtencion de cultivos axénicos. La pureza de los

aislados fue corroborada mediante tincion de Gram y observacidén microscopica.

Una vez confirmada la pureza, los aislados fueron preservados mediante
crioconservacion en caldo tripticasa de soya (Oxoid) suplementado con glicerol estéril al
20% (v/v) y almacenados a -80 °C. Finalmente, el cepario quedd constituido por 67 cepas
bacterianas viables y purificadas, las cuales fueron utilizadas para los analisis fenotipicos

y moleculares subsecuentes.

4.3 Analisis fisicoquimico del sedimento

La caracterizacion fisicoquimica de las muestras de sedimento se realiz6 en la ciudad de
Punta Arenas, previo al traslado definitivo del material biolégico a Concepcion. Durante
la recoleccion de las muestras se registro la temperatura del sedimento in situ utilizando
un termometro digital para suelo. El pH fue determinado suspendiendo aproximadamente

10 g de sedimento en 30 mL de agua ultrapura, homogenizando la mezcla en agitador
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durante 5 min y midiendo posteriormente con pH-metro portatil previamente calibrado

(Zagal, 2007).

Posteriormente, en el Laboratorio de Quimica de la Universidad de Magallanes, en Punta
Arenas, se determiné el porcentaje de humedad y el contenido de materia organica de
las muestras, siguiendo la metodologia de Zagal (2007). Para ello, se pesaron 10 g de
sedimento por muestra y se sometieron a secado en estufa a 45 °C durante 24 h para la
determinacién del contenido de humedad. Luego del secado, las muestras fueron
pesadas nuevamente y el porcentaje de humedad se calculdé gravimétricamente. A
continuacion, el material seco fue incinerado a 600 °C durante 2 h en una mufla para la
cuantificacion de materia organica, registrandose el peso final tras enfriamiento en un
desecador. El contenido de materia organica fue calculado a partir de la pérdida de peso
por ignicion. Finalmente, los recuentos microbiolégicos fueron normalizados y
expresados como unidades formadoras de colonias por gramo de sedimento seco (UFC
g"), corrigiendo los valores en funcién del porcentaje de humedad previamente

determinado.

4.4 Evaluacion de la susceptibilidad a antibiéticos

La susceptibilidad de los aislados bacterianos a los antibidticos se evalué mediante el
meétodo de difusion en disco en agar Mueller-Hinton (MH) (Oxoid). Previamente, los
aislados fueron cultivados en agar Tripticasa de soya (TSA) (Oxoid) a 30 °C durante 24—
36 h. A partir de colonias frescas, se prepararon suspensiones bacterianas en agua
estéril, ajustando la turbidez a 0,5 unidades de la escala de McFarland utilizando un

turbidimetro (Oxoid), equivalente a ~1,5 x 108 UFC mL-".
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Se evalud la susceptibilidad frente a nueve antibidticos: ampicilina (AMP, 10 ug),
amikacina (AMK, 30 ug), ceftriaxona (CRO, 30 ug), cefuroxima (CXM, 30 ug),
ciprofloxacino (CIP, 5 pug), cloranfenicol (CHL, 30 ug), imipenem (IPM, 10 pg),
sulfonamida (SUL, 300 pg; disco S3) y tetraciclina (TET, 30 pg), utilizando discos
comerciales (Oxoid). La actividad antibacteriana se registr6 midiendo el diametro de los

halos de inhibicion en milimetros utilizando un pie de metro.

Se consideraron no susceptibles aquellos aislados que presentaros halos de inhibicién <
14 mm, de acuerdo con el criterio adoptado en estudios previos de bacterias ambientales
(Jara et al., 2020). La cepa Escherichia coli ATCC® 25922 fue empleada como control de

calidad para verificar el correcto desempeno del ensayo de susceptibilidad.

El indice de resistencia antibidtica (IRA) fue calculado segun la formula propuesta por
Krumperman (1983), el cual corresponde a la proporcion entre el nimero de antibiéticos
frente a los cuales el aislado no mostré susceptibilidad y el nimero total de antibidticos
evaluados. Asimismo, el indice de resistencia multiple a antibidticos (MAR) fue estimado
siguiendo la metodologia descrita por Osundiya et al. (2013), como indicador del grado

de exposicion ambiental a agentes antimicrobianos.

4.5 Extraccién de ADN genémico

El ADN gendmico fue extraido a partir de 67 aislados bacterianos utilizando el método
de ebullicién con precipitacion alcohdlica. Colonias de cultivos en placa frescos fueron

suspendidas en 50 uL de agua ultrapura estéril sometidas a incubacién a 95 °C durante
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5 min para lisis celular. Posteriormente, las muestras fueron centrifugadas a 10.000 x g

durante 10 min a 4 °C, recuperando el sobrenadante.

El ADN fue precipitado mediante la adicién del volumen necesario de etanol absoluto
grado biologia molecular (Merck), previamente almacenado a -20 °C, para alcanzar una
concentracion final aproximada al 70 % (v/v), considerando el volumen inicial del
sobrenadante (~50 pL), seguido de centrifugacion a 10.000 x g durante 10 mina 4 °C. El
sedimento obtenido fue lavado en dos ocasiones con etanol al 70 % (v/v), también
almacenado a -20 °C, bajo las mismas condiciones de centrifugacion. Finalmente, el ADN
fue secado a temperatura ambiente para remover trazas de etanol y rehidratado en agua

ultrapura grado biologia molecular (Invitrogen) para su posterior utilizacién.

La concentracion y la pureza del ADN extraido fueron determinadas mediante
espectrofotometria a 260 nm utilizando un lector de microplacas (Tecan), registrandose

las relaciones A2s0280 como indicador de pureza del ADN.

4.6 Identificacion molecular de los aislados bacterianos

La identificacién de los aislados bacterianos se realizé mediante la amplificacién y
secuenciacion del gen que codifica el ARNr 16S, utilizando los partidores universales 27F
y 1492R, que generan un fragmento de amplificacion aproximado de 1.400 pb (Pollock
et al., 2018). Las reacciones de PCR se utilizé la enzima GoTag® G2 Hot Start Green
Master Mix (Promega), siguiendo las instrucciones del fabricante. La temperatura de

alineamiento utilizada en las reacciones fue de 57 °C. En cada corrida se incluyé un
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control negativo sin ADN templado (agua ultrapura) para descartar contaminacién de los

reactivos y los partidores.

Los productos de amplificacion fueron verificados mediante electroforesis en gel de
agarosa al 1,8 % y posteriormente enviados a Macrogen, Chile, para su secuenciacion
por el método de Sanger, utilizando los mismos partidores empleados en la amplificacion.
Las secuencias obtenidas en sentido y antisentido fueron procesadas mediante el
software CLC Genomics Workbench version 22.0, donde se realizé el control de calidad,
recorte de extremos de baja calidad y ensamblaje con el propdsito de obtener una

secuencia consenso representativa de cada aislado.

Las secuencias consenso fueron comparadas utilizando la herramienta web SINA aligner
disponible en la plataforma SILVA y comparados contra la base de datos SILVA version
138 (Quast et al., 2013). Para cada secuencia consenso, el analisis se ejecut6 utilizando
el parametro number of neighbors per query sequence establecido en 100,
recuperandose las secuencias de referencia mas cercanas para cada consulta. La
asignacion taxonomica se realizo considerando el porcentaje de identidad de secuencia,
aplicando un umbral = 97 % como criterio minimo para una identificacién confiable a nivel

de género.

4.7 Deteccion de genes de resistencia a antibiéticos mediante PCR

La deteccidén de genes asociados con la resistencia a antibioticos se realizé mediante
PCR convencional utilizando el ADN genémico obtenido de manera similar a la descrita

previamente. Las reacciones de amplificacion se prepararon utilizando la enzima
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GoTag® G2 Hot Start Green Master Mix (Promega), siguiendo las instrucciones del

fabricante.

Los genes evaluados incluyeron determinantes asociados a resistencia a quinolonas,
integrones, sulfonamidas, B-lactamicos, aminoglucdsidos, fenicoles y tetraciclinas. La
lista completa de genes, partidores, tamafos esperados y T° de alineamiento se indican

en el Anexo 1.

En cada reaccion se incluyé un control negativo sin ADN templado (agua ultrapura) con
el fin de descartar contaminacién de reactivos y partidores. Cuando fue posible, se
utilizaron como controles positivos ADN gendmicos provenientes de cepas previamente
caracterizadas y secuenciadas en el laboratorio (LIAA), portadoras de los genes de
resistencia evaluados. Para todos los genes, la validez de la reaccion se verificd
mediante la inclusion del control negativo correspondiente al ADN de E. coli ATCC®
25922, cepa de referencia sensible a antibiéticos, empleada como control negativo de

referencia para los genes evaluados.

Los productos de PCR fueron analizados mediante electroforesis en gel de agarosa (1,8-
2,0 %), utilizando GelRed (Biotium) como agente intercalante y visualizados en
transiluminador UV (Cambridge). El tamafio de los amplicones obtenidos fue comparado

con un marcador de tamano molecular.
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4.8 Preparacion de la solucién stock de ciprofloxacino (CIP)

En todos los ensayos se utilizé CIP de grado analitico, PHR1167, Sigma-Aldrich. Debido
a su limitada solubilidad en agua, el antibiético fue inicialmente disuelto en 500 uL de HCI
0,1 Ny posteriormente ajustado con agua Mili-Q hasta obtener un volumen final de 1 mL,
obteniéndose una solucién stock de 4000 ug mL™". Apartir de esta solucion se prepararon

las diluciones correspondientes para los distintos ensayos microbiolégicos.

Durante el desarrollo de los experimentos se utilizaron dos lotes del mismo reactivo
(Sigma-Aldrich), correspondientes a los numeros de lote LRAC6450 y 0000189373. La
solucién stock de CIP fue preparada fresca previo a cada ensayo para minimizar posibles

procesos de degradacion del compuesto.

4.9 Evaluacion de la concentracion minima inhibitoria para ciprofloxacino (CIP)

La concentracién minima inhibitoria (CMI) para CIP se determiné mediante el método de
dilucion en agar. Para ello, se prepararon placas de agar MH (Oxoid) suplementadas con
CIP (Sigma-Aldrich) a concentraciones crecientes de 0; 0,0625; 0,125; 0,25;0,5; 1; 2y 4
ug mL-'. Las suspensiones bacterianas se prepararon a partir de cultivos frescos y se
ajustaron a una turbidez equivalente a 0,5 unidades de la escala de McFarland (~108
UFC mL"). Posteriormente, las suspensiones fueron diluidas a una concentracion
aproximada de 106 UFC mL" y se inocularon sobre la superficie del agar utilizando un
replicador de Steers. Las placas se incubaron en condiciones aerobias a 30 °C durante

24-36 h, o hasta observar crecimiento visible en la placa control sin antibi6tico.
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La CMI se defini6 como la concentracion minima de ciprofloxacino capaz de inhibir
completamente el crecimiento visible del aislado bacteriano. Como control de calidad del
ensayo se utilizo la cepa E. coli ATCC® 25922. Para efectos descriptivos, se considerd
tolerancia a CIP como la capacidad de una cepa para crecer en al menos una de las
concentraciones evaluadas del antibiético bajo las condiciones experimentales

utilizadas.

4.10 Evaluacion del crecimiento en presencia de ciprofloxacino (CIP) bajo fuente

de carbono disponible

La capacidad de los aislados bacterianos para crecer en medio minimo M9 bajo distintas
condiciones de disponibilidad de carbono en presencia de CIP, se evalué mediante

ensayos de microdilucién en microplacas de 96 pocillos.

Se analizaron 67 aislados, evaluandose cada condicion por duplicado. Los ensayos se
realizaron en un volumen final de 200 pL por pocillo, utilizando medio minimo M9
suplementado con glucosa (0,5 mg mL™"), acetato de sodio (0,5 mg mL-") como fuentes
adicionales de carbono. Ademas, se incluyé una condicion en la que el CIP fue
incorporado en ausencia de otras fuentes adicionales de carbono, con el fin de evaluar

la capacidad de crecimiento bajo dicha condicion.

Las cepas bacterianas fueron inoculadas en presencia de concentraciones crecientes de

CIP (0; 0,0625; 0,125; 0,25; 0,5; 1y 2 ug mL™"). Las placas se incubaron a 30 °C durante
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5 dias, registrandose la densidad 6ptica a 600 nm (DOeo0) cada 24 h para monitorear el

crecimiento bacteriano.

Se incluyeron controles positivos de crecimiento correspondientes a medio M9
suplementado con glucosa o acetato de sodio en ausencia de CIP, asi como controles

sin fuente adicional de carbono.

4.11 Incubacién de cepas seleccionadas para la evaluaciéon posterior de actividad

antimicrobiana residual de ciprofloxacino (CIP)

Los ensayos se realizaron en matraces Erlenmeyer de 250 mL protegidos de la luz, con
un volumen final de cultivo de 100 mL de medio minimo M9 (Merck). Las cepas evaluadas
correspondieron a aquellas cepas que previamente mostraron crecimiento en presencia
de CIP bajo condiciones definidas de disponibilidad de carbono. Adicionalmente, se
evalud un consorcio bacteriano compuesto por la mezcla de todas las cepas capaces de
crecer en las condiciones definidas de carbono (10 cepas, Tabla 6), preparado a partir
de suspensiones individuales ajustadas a 0,5 McFarland y combinadas en proporciones

iguales (v/v) hasta un volumen final de 1 mL.

Las suspensiones bacterianas utilizadas para la inoculacion se ajustaron a 0,5 unidades
en la escala de McFarland, y para cada condicion inoculada se anadié 1 mL de esta
suspension a los matraces correspondientes. El CIP se incorporé a una concentracion

equivalente a la ultima concentracion que se observd crecimiento en el experimento
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anterior (Tabla 6), con el fin de asegurar el crecimiento bacteriano en presencia del

antibiodtico.

Se evaluaron distintas condiciones experimentales utilizando glucosa o acetato de sodio
(0,5 mg mL-") como co-sustrato de carbono, ademas de condiciones en las que el CIP
se encontraba como unico compuesto organico adicional en el medio. En total se
evaluaron diez condiciones experimentales que incluyeron tratamientos con bacterias y
controles abidticos correspondientes: (i) medio M9 suplementado con glucosa y CIP,
inoculado con la bacteria; (ii) medio M9 con glucosa, inoculado con la bacteria; (iii) medio
M9 con glucosa, sin inoculacién bacteriana; (iv) medio M9 suplementado con acetato de
sodio y CIP, inoculado con la bacteria; (v) medio M9 con acetato de sodio, inoculado con
la bacteria;(vi) medio M9 con acetato de sodio, sin inoculacion bacteriana; (vii) medio M9
con CIP como unico compuesto organico adicional inoculado con la bacteria;(viii) medio
M9 con CIP sin inoculacion bacteriana; (ix) medio M9 sin inoculacion bacteriana y sin

fuente adicional de carbono; y (x) medio M9 solo.

Los cultivos se incubaron a 30 °C con agitacion constante a 110 rpm durante 10 dias. El
crecimiento bacteriano se monitore6é diariamente desde el tiempo 0 mediante DOsoo,
utilizando un lector de microplacas (Tecan) a partir de alicuotas de 200 yL analizadas por

duplicado.

En cada punto de muestreo se recolectaron 1000 pL de cultivo, los cuales fueron

centrifugados a 10.000 x g a 4 °C durante 7 min, con el fin de remover células
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bacterianas. Los sobrenadantes obtenidos fueron almacenados a -20 °C para su
posterior utilizacién en el bioensayo destinado a evaluar la actividad antimicrobiana

residual del CIP.

4.12 Analisis de datos y generacién de curvas de crecimiento

Los valores de DOeoo fueron organizados por condiciones experimentales y tiempo de
incubacion. Cada punto temporal correspondio al promedio de dos mediciones técnicas
obtenidas desde el mismo matraz. Debido a que no se dispuso de controles abidticos
pareados para todas las condiciones combinadas con fuente de carbono y CIP, las curvas
se representaron utilizando los valores crudos de DOsoo. Los controles abidticos sin
inoculacién bacteriana se incorporaron en las graficas como controles de esterilidad y

referencia basal de absorbancia.

Como parametros descriptivos de la cinética de crecimiento se registraron la DOsoo
maxima, el dia en que ésta fue alcanzada, el incremento maximo de DOsoo respecto al
tiempo inicial y el dia de crecimiento detectable. Este ultimo se defini6 como el primer
punto temporal en que el incremento de DOsoo respecto al tiempo O fue = 0,05 y se
mantuvo en la medicion siguiente. Las figuras fueron generadas en Python, mediante las

bibliotecas pandas ymatplotlib.

4.13 Bioensayo para la evaluacion de la actividad antimicrobiana residual de
ciprofloxacino
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Los sobrenadantes obtenidos durante los ensayos de incubacion fueron utilizados para
evaluar posibles cambios en la actividad antimicrobiana residual de ciprofloxacino
mediante un bioensayo microbiolégico. Para cada dia de incubacion se analizaron los
sobrenadantes correspondientes a las distintas condiciones experimentales descritas
previamente, incluyendo cultivos en el medio minimo M9 suplementado con glucosa o
acetato de sodio en presencia o ausencia de ciprofloxacino y la bacteria, asi como sus

respectivos controles abidticos.

El bioensayo se realizd en duplicado para cada condicion, utilizando la cepa E. coli
ATCC® 25922 como cepa indicadora de la actividad antimicrobiana de CIP, cuya CMI es
de 0,016 pug mL"' (Weinstein, 2019). Para cada muestra se utilizaron 30 pL de
sobrenadante, los cuales fueron impregnados en discos de papel filtro estériles (Oxoid)
para antibiogramas. La impregnacion se realizé en dos aplicaciones sucesivas de 15 L,
permitiendo un intervalo de secado de 5-10 min entre cada adicion para favorecer la

absorcion completa del liquido en el disco.

Los discos preparados fueron colocados sobre placas de agar Mueller-Hinton (Oxoid)
previamente inoculadas con una suspension de E. coli ATCC® 25922 ajustada a 0,5
unidades de la escala de McFarland mediante turbidimetro (Oxoid). Las placas se
incubaron a 30 °C durante 24 h, tras lo cual se midieron los diametros de los halos de

inhibicion generados alrededor de cada disco.
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Para controlar la variabilidad técnica entre los dias del bioensayo, los halos de inhibicidn
fueron transformados en una actividad antimicrobiana residual relativa. Para ello, se resto
el diametro basal del disco, correspondiente a 6 mm, tanto a los halos de las muestras
como al halo del disco comercial de CIP (5 pg) (Ecuacién 1). Posteriormente, el halo
corregido de cada muestra fue divido por el halo corregido del control comercial y
multiplicado por 100. Las mediciones duplicadas realizadas desde un mismo
sobrenadante fueron consideradas replicas técnicas y se expresaron como promedio con
desviacién estandar.

halo muestra — 6mm

(1) Actividad residual relativa = ( ) x100

halo comercial — 6mm

4.14 Secuenciacion y ensamblaje de genomas completos

Con el fin de explorar el potencial genémico asociado a la respuesta frente a CIP, se
seleccionaron tres cepas para secuenciacion de genoma completo: DL38, DLAM9 y
PP28. La seleccion considerd los resultados de la CMI, los perfiles de no susceptibilidad
antimicrobiana y el crecimiento en medio minimo M9 bajo condiciones definidas de
carbono. DL38 y DLAM9 fueron seleccionadas como cepas capaces de crecer en M9
suplementado con glucosa o acetato de sodio en presencia de CIP, mientras que PP28
fue incorporado como un aislado con CMI elevada de CIP en agar MH, pero sin

crecimiento detectable en M9 con CIP bajo las condiciones evaluadas.

El ADN genomico fue extraido a partir de cultivos puros utilizando el kit DNeasy®
UltraClean® Microbial Kit (Qiagen), siguiendo las instrucciones del fabricante. La

concentracion de ADN fue medida mediante espectrofotometria. Las muestras fueron
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enviadas a Macrogen, Corea del Sur, para secuenciaciéon mediante tecnologia lllumina.
La preparacion de la biblioteca se realizé utilizando el Kit Nextera XT® DNA Library
Preparation Kit (lllumina), seguido de secuenciacion en plataforma NovaSeq X (lllumina),

generando lecturas pareadas de 151 pb.

Las lecturas crudas fueron procesadas en la plataforma Galaxy Europe. En primer lugar,
se realizo la eliminacién de los adaptadores y el filtrado de calidad utilizando Trimmomatic
(version 0.39). Posteriormente, los genomas fueron ensamblados de novo mediante
Unicycler (version 0.5.1), utilizando el modo por defecto para lecturas lllumina. La calidad
de los ensamblajes fue evaluada mediante QUAST (version 5.3.0), considerando
métricas como tamafio total del ensamblaje, numero de contigs, N50, L50 y contenido de
GC (%). La completitud y contaminacion genémica fueron estimadas mediante CheckM2

(version 1.1.0).

4.15 Identificacion taxonémica basada en genoma completo

La identificacion taxondmica de los aislados secuenciados se realizé mediante JSpecies
(version 5.0.3), utilizando analisis de la identidad nucleotidica promedio basada en
BLAST (ANIb). La asignacién taxonémica se realizé considerando la similitud gendmica

con genomas de referencia en la plataforma y el Z-score asociado al analisis.
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4.16 Anadlisis gendmico de genes asociados con resistencia a antibiéticos,

bombas de expulsion y permeabilidad de membranas.

Los genomas seleccionados fueron anotados mediante Prokka (versién 1.14.6). A partir
de las anotaciones obtenidas se realizd una revision dirigida a genes relacionados con
dianas moleculares de fluoroquinolonas, sistemas de expulsién multidrogas, regulacién

transcripcional y permeabilidad de membrana externa.

La deteccion de genes de resistencia a antibidticos se realizé mediante ABRicate (version
1.4.0), utilizando las bases de datos NCBI AMR, ResFinder y CARD, y se complementé
con AMRFinderPlus (version 3.12.8) con la base de datos v3.12-2024-05-02.2,
disponibles en la plataforma Galaxy Europe. Los resultados fueron comparados
considerando el gen detectado, cobertura, identidad, producto anotado y base de datos
utilizada. Las detecciones obtenidas mediante CARD fueron interpretadas distinguiendo
entre determinantes directos de resistencia y genes reguladores o componentes
asociados indirectamente a resistencia, como sistemas de eflujo o regulacién

transcripcional.

La comparacion entre cepas se realizd6 mediante procesamiento de los archivos de
Prokka (.gff, .tsv, .faay .fnn) y de los resultados de ABRicate y AMRFinderPlus en Python,
utilizando pandas para organizar y comparar genes por nombre, producto funcional y
categoria biolégica. Cuando fue necesario se utilizé Biopython para extraer secuencias
desde archivos .faa y .fnn. Las secuencias proteicas codificadas en los genes de gyrA'y

parC fueron revisadas de forma dirigida para evaluar sustituciones en las regiones QRDR
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asociadas con la resistencia a fluoroquinolonas, considerando los residuos criticos
descritos para GyrA y ParC. En Enterobacterales se evaluaron las posiciones
equivalentes a GyrA Ser83/Asp87 y ParC Ser80/Glu84, mientras que en Pseudomonas
spp. se consideraron las posiciones descritas para GyrA Thr83/Asp87 y ParC Ser87

(Fabrega et al., 2009).
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5 Resultados

5.1 Caracterizacion ambiental de los sitios de estudio

Durante la expedicion cientifica realizada en septiembre de 2021 en el Estrecho de
Magallanes, se recolectaron muestras de sedimento y agua de mar en dos bahias
costeras: Puesto Pomar, situado en el seno Otway, en las cercanias del Parque Nacional
Kawésqar, y bahia Dos Lobos, ubicada en las islas Charles dentro del Parque Nacional
Marino Francisco Coloane. En ambos sitios se observaron residuos sélidos acumulados
o dispersos en sectores proximos a la linea de costa, incluyendo fragmentos plasticos,
envases de alimentos, restos de material sintético y elementos compatibles con residuos
asociados a actividad maritimas o pesquera. Estas observaciones fueron documentadas
mediante registro fotografico y se utilizaron como antecedente cualitativo para

contextualizar la seleccion de los sitios de muestreo.

En Bahia Dos Lobos se evidencio una acumulacion visible de residuos en la zona de
varamiento, mezclados con macroalgas, madera y sedimento superficial (Figura 2 A-C).
En Puesto Pomar, ademas de residuos dispersos en areas cercanas a la vegetacion
costera, se observo una estructura rudimentaria proxima al borde costero, compatible
con un uso humano ocasional del sector (Figura 2 D-F). De acuerdo con antecedentes
locales obtenidos durante la expedicidn, este sitio seria utilizado ocasionalmente como
refugio por pescadores; no obstante, esta informaciéon se considera solo como
antecedente contextual. En conjunto, el registro visual documenta presencia de residuos

soélidos de origen antrépico, aunque no se puede asegurar su procedencia.
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Bahia Dos Lobos Puesto Pomar
; s S

Figura 2. Registro visual de residuos sélidos e intervencion local en los sitios de
muestreo del Estrecho de Magallanes.

(A-C) Bahia Dos Lobos. (A) Vista general de la linea de costa con acumulacion de
residuos solidos. (B) Acercamiento de fragmentos plasticos y material sintético
depositados en zona de varamiento. (C) Detalle de un residuo plastico manufacturado
encontrado entre macroalgas y material organico acumulado. (D-F) Puesto Pomar. (D)
Estructura rudimentaria observada en las proximidades del sitio de muestreo. (E)
Residuos plasticos dispersos sobre suelo y vegetacion costera. (F) Vista del entorno
inmediato del sitio de asentamiento en la zona transicidn costera con presencia de

residuos plasticos.
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Los parametros fisicoquimicos del sedimento, medidos in situ, mostraron variacién entre
las dos areas de estudio. En el sector Dos Lobos (sitios DL1, DL2, DL3 y DLAM), el pH
del sedimento vario entre 7,99 y 8,44, mientras que la temperatura oscilé entre 5,8 °C y
10,7 °C, entre los distintos puntos. En Puesto Pomar (sitios PP1, PP2, PP3 y PPAM), los
valores de pH fluctuaron entre 7,90 y 8,18, y la temperatura entre 6,8 °C y 8,5 °C (Tabla
1). Ademas, el porcentaje de humedad del sedimento mostro variacion entre las muestras
analizadas (Figura 3A), mientras que el contenido de materia organica presentoé valores
bajos y relativamente acotados en ambos sitios (Figura 3B). Estos parametros
complementaron la caracterizacion ambiental inicial de los sedimentos utilizados en los

analisis microbioldgicos posteriores.

Tabla 1. Parametros fisicoquimicos registrados in situ en muestras de sedimento
y agua de mar.

Sitio Muestra pH Temp:a ratura
(°C)
DL1 7,99 6,4
DL2 8,25 9,7
Dos Lobos
DL3 8,44 10,7
DLAM 8,10 5,8
PP1 8,12 8,5
PP2 7,90 6,8
Puesto Pomar
PP3 8,18 7.4
PPAM 8,16 6,8
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Figura 3. Variacion de humedad y materia organica en las muestras de sedimento.

(A) Contenido de humedad y (B) porcentaje de materia organica en sedimentos de bahia

Dos Lobos (DL) y Puesto Pomar (PP). Se muestran tres réplicas por muestra.

5.1 Aislamiento de cepas bacterianas

En las muestras de sedimento de la bahia Dos Lobos (DL), los recuentos de colonias en
membrana oscilaron entre 33 y 37 colonias por muestra, mientras que en Puesto Pomar
(PP) variaron entre 42 y 60 colonias. En agua de mar, la muestra correspondiente a DL
presentd 98 colonias, equivalentes a 49 UFC/L, mientras que en PP se observd

crecimiento confluente, lo que impidié su cuantificacion individual.
A partir de estas placas, se seleccionaron colonias representativas en base a criterios

morfolégicos y cromogénicos, obteniéndose entre 4 y 9 morfotipos en DLy entre 5y 10

en PP. En PP1 se observd un crecimiento abundante de colonias con caracteristicas
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cromogénicas homogéneas, lo que sugiere una menor diversidad morfolégica aparente

bajo las condiciones de cultivo empleadas.

Los recuentos bacterianos en sedimento fueron normalizados respecto al peso seco
equivalente, calculado a partir del contenido de humedad (Tabla 2), obteniéndose valores
entre 7y 9 UFC/g en DL y entre 11 y 23 UFC/g en PP. Dado que la normalizacion se
basa en el peso seco, las diferencias en contenido de humedad deben considerarse en
la interpretacion de los valores UFC/g. No se observd una relacion directa entre el

contenido de humedad y los recuentos bacterianos entre las muestras analizadas.

Tabla 2. Integracién del contenido de humedad y recuentos bacterianos en
sedimento por peso seco.

Muestra Humedad UFCIg
(%) sedimento
DL1 27,4 9
DL2 19,1 8
DL3 10,2 7
PP1 17,6 14
PP2 241 23
PP3 27,0 11

5.2 Identificacion molecular de los aislados bacterianos.

La caracterizacion de los 67 aislados se efectu6 mediante la amplificacion vy
secuenciacion del gen del ARNr 16S. Las secuencias consenso fueron alineadas contra
la base SILVA versién 138, y se aplicd un valor de corte = 97 % de identidad para la

asignacion taxonémica a nivel de género (Figura 4).
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En la bahia DL se observaron diferencias en la composicion de géneros entre las
matrices analizadas. El sedimento, n = 21, los aislados fueron asignados principalmente
a los géneros Aeromonas (38,1 %) y Pseudomonas (33,3 %), mientras que las
secuencias sin clasificar alcanzaron 19,0 %. Los porcentajes restantes correspondieron
a Yersinia y Hafnia (4,8 % cada uno). En agua de mar (n = 12), la composicién estuvo
dominada por los géneros Escherichia (41,7 %)y Pseudomonas (25,0 %); mientras que

Rahnella, Serratia, Yersinia y la fraccion sin clasificar, representaron 8,3 % cada uno.

En PP, los sedimentos (n = 24) presentaron una mayor proporcion del género
Pseudomonas (58,3 %), seguidos por secuencias sin clasificar (16,7 %) y del género
Serratia (12,5 %). Los géneros Rahnella, Hafnia y Oceanisphaera representaron 4,2 %
cada uno. En agua de mar (n = 12), el género Pseudomonas correspondi6 al 58,3 %,
seguido por Lelliottia y la fraccidn sin clasificar (16,7 % cada una), mientras que Rahnella

represento 8,3 %.
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Figura 4. Composicion relativa de géneros bacterianos aislados desde muestras de
agua de mar y sedimento de bahia Dos Lobos (DL) y Puesto Pomar (PP).

5.3 Evaluacion de la susceptibilidad a antibidticos

Se evalud la susceptibilidad de 67 aislados frente a nueve antibiéticos mediante el
método de difusion en disco. En DL, n = 32, los menores porcentajes de susceptibilidad
se observaron para AMP, CXM y CHL, mientras que para AMK, CIP y TET se observaron
mayores porcentajes de cepas susceptibles (Figura 5A). En PP, AMP, CXM y CHL
también correspondieron a los antibiéticos con menores porcentajes de cepas
susceptibles, mientras que para AMK, TET e IPM se presentaron porcentajes mas

elevados de cepas no susceptibles (Figura 5A).
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Figura 5. Susceptibilidad a antibiéticos y distribucion de los perfiles de no
susceptibilidad (halos de inhibicion <14 mm) en aislados bacterianos provenientes
de las bahias Dos Lobos y Puesto Pomar.

(A) Porcentaje de aislados con halos de inhibicion =2 14 mm frente a cada antibi6tico
evaluado. (B) Numero de aislados agrupados segun su perfil de no susceptibilidad (halos
de inhibicion < 14 mm). Los porcentajes fueron calculados considerando 32 aislados de

DL y 35 aislados de PP.
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El analisis de los perfiles fenotipicos evidencié la presencia de 14 combinaciones
distintas de halos < 14 mm entre los aislados (Figura 5B), En DL, se identificaron perfiles
de no susceptibilidad que involucraron cuatro o mas antibidticos, incluyendo
combinaciones como AMP-CXM-TET-CHL y AMP-CXM-IPM-CHL, observadas

principalmente en aislados de Pseudomonas y Aeromonas (Tabla 3).

En PP, también se observaron perfiles con multiples no susceptibilidades, destacando
combinaciones como AMP-CXM-CRO-IPM-CHL y AMP-CXM-TET-CHL-SUL. Estos
perfiles se asociaron principalmente a aislados pertenecientes a los géneros de
Pseudomonas, asi como Rahnella, Serratia y aislamientos sin clasificar. En ambos sitios
se identificaron aislados susceptibles a todos los antibiéticos evaluados. En DL, estos
correspondieron a Escherichia, mientras que en PP se asociaron Lelliota, Hafnia,

Oceanisphaera, Serratia y aislados no clasificados (Tabla 3).
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Tabla 3. Perfiles de no susceptibilidad (halos de inhibicion < 14 mm) y géneros
bacterianos asociados en aislados de Dos Lobos y Puesto Pomar.

Perfil de no susceptibilidad

Género asociado en
Dos lobos

Género asociado en
Puesto Pomar

AMP, CXM, CRO, IPM, CHL

AMP, CRO, TET, CHL
AMP, CXM, TET, CHL
AMP, CRO, TET, CIP

AMP, CRO, TET, AMK

AMP, CXM, CHL, SUL

AMP, CXM, CRO, CHL

AMP, CXM, IMP, CHL

AMP, CXM, CHL, CIP

AMP, CXM, CHL

AMP, CRO, CIP
AMP, SUL, CIP
AMP, CHL

AMP

Susceptibles a todos los
antibioticos

Pseudomonas (4),
Aeromonas (2),
Sin clasificar (3)

Pseudomonas (1)
Sin Clasificar (1)
Pseudomonas (1)

Pseudomonas (1),
Aeromonas (1),
Sin Clasificar (1)

Pseudomonas (2)

Aeromonas (1)

Aeromonas , (4)
Yersinia , (1)
Sin clasificar (4)

Pseudomonas (1),
Hafnia (1),
Escherichia (3)

Pseudomonas (3),
Sin Clasificar (1)

Pseudomonas (1)

Pseudomonas (1),
Rahnella (1), Sin clasificar

(3)

Pseudomonas (6),
Sin clasificar (1)

Pseudomonas (1),

Pseudomonas (1),
Lelliottia (1)

Pseudomonas (3),
Serratia (1),
Sin Clasificar (2)

Pseudomonas (1)

Pseudomonas (1)

Pseudomonas (1)

Lelliottia (1),

Rahnella (1),

Hafnia (1),

Serratia (1),
Oceanisphaera (1), Sin
Clasificar (1),

Los numeros entre paréntesis indican la cantidad de aislados asociados a cada
género dentro de cada perfil.
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El indice MAR mostré una distribucidn variable entre los aislados de ambos sitios,

considerando halos de inhibicion < 14 mm (Tabla 4). En DL, el 56,3 % de los aislados

presentd valores de MAR > 0,2, mientras que en PP esta proporcion alcanzé el 77,1%.

Los valores de MAR oscilaron entre 0 y 0,6 en ambos sitios. El IRA fue de 0,30 en DL y

0,34 en PP (Tabla 4).

Tabla 4. Distribucion del indice MAR e IRA en aislados bacterianos de bahia Dos

Lobos y Puesto Pomar.

Indice MAR

Dos Lobos

N° Aislados

Porcentaje

Porcentaje
total

Indice MAR

Puesto Pomar

N° Aislados

Porcentaje

Porcentaje
total

0,6

0,5

0.4

0,3

0,2

9

28,1

0

0

6

18,8

56,3

9,4

06

0,5

0,4

0,3

0,2

4

1,4

0

0

16

45,7

20

2,9

77.1

0,1

0

43,7

0,1

0

29

171

22,9

IRA =0,30

IRA =0,34

5.4 Deteccién de genes de resistencia a antibiéticos mediante PCR convencional

Se evaluo la presencia de genes asociados a resistencia antimicrobiana mediante PCR

convencional en los aislados bacterianos. No se detectaron amplicones del tamafio

esperado para ninguno de los genes evaluados en las cepas analizadas (Anexo 1).
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En algunos casos, se observaron bandas de tamafo inespecifico en los geles de
electroforesis; sin embargo, estas no correspondieron al tamafio esperado para los

genes blanco, por lo que no fueron consideradas como resultados positivos.

5.5 Evaluacion de la concentracién minima inhibitoria de ciprofloxacino

La CMI de CIP se evalu6 en 67 aislados bacterianos mediante el método de dilucién en
agar, utilizando un rango de concentraciones que varié entre 0,0625y 4 ug mL™'. La cepa

E. coli ATCC® 25922 se utilizé como control de calidad del ensayo.

De los aislados evaluados, 14 cepas presentaron crecimiento en al menos una de las
concentraciones de CIP ensayadas. En estos aislados, el crecimiento se observé en
concentraciones entre 0,125 y 1 yg mL™'. En los 53 aislados restantes, equivalentes al
79,1 % del total evaluado, no se observo crecimiento en ninguna de las concentraciones
utilizadas, evidenciando inhibicidn completa bajo las condiciones del ensayo, es decir

una CMI <0,0625 uyg mL™".

Los aislados que crecieron en presencia de CIP provinieron de ambos sitios de muestreo,
incluyendo sedimento y agua de mar (Tabla 5). Estos resultados permitieron identificar
un subconjunto de aislados con capacidad de crecimiento frente a CIP en agar MH, los
cuales fueron considerados para los ensayos posteriores en medio minimo M9 bajo

distintas condiciones de disponibilidad de carbono.
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Tabla 5. Concentracion minima inhibitoria (CMI) de ciprofloxacino en agar MH.

Cepa Sitio Origen Género CMI CIP (pg/mL) Perfil de no susceptibilidad
PP12 PP Sedimento Pseudomonas 0,125 CRO-CXM-CHL-AMP
PP14 PP Sedimento Pseudomonas 0,125 CRO-CXM-CHL-AMP
PP35R PP Sedimento Pseudomonas 0,125 CXM-CHL-TET-AMP
PP37C PP Sedimento Pseudomonas 0,125 CRO-CXM-CHL-AMP
PP15B PP Sedimento Pseudomonas 0,125 CRO-CIP-AMP

DL15 DL Sedimento Pseudomonas 0,25 CXM-CHL-AMP

DL32 DL Sedimento Pseudomonas 0,25 CXM-CHL-AMP

PPAMG PP Agua Pseudomonas 0,25 CXM-CHL-AMP

PPAM7 PP Agua Pseudomonas 0,25 CXM-CHL-AMP
PPAM10B2 PP Agua Pseudomonas 0,25 IPM-CXM-CHL-AMP

PP32 PP Sedimento No clasificado 0,25 IPM-CIP-CRO-CHL-AMP
DL38 DL Sedimento Aeromonas 0,5 CRO-CXM-CHL-AMP
DLAM9 DL Agua Pseudomonas 1 IPM-CRO-CXM-CHL-AMP
PP28 PP Sedimento Pseudomonas 1 IPM-CRO-CXM-CHL-AMP

5.6 Crecimiento bacteriano en presencia de ciprofloxacino bajo distintas fuentes
de carbono

Se evalud el crecimiento de los aislados bacterianos en medio minimo M9 suplementado
con glucosa o acetato de sodio en presencia de CIP. De las 67 cepas evaluadas, 10

mostraron crecimiento en al menos una de las condiciones ensayadas (Tabla 6).

El crecimiento se observo en todas las cepas cuando el medio fue suplementado con
acetato de sodio, mientras que siete de ellas también presentaron crecimiento en medio
suplementado con glucosa. En contraste, PP36, PP15B y DL21 mostraron crecimiento
solo en la condicidon con acetato de sodio, evidenciando diferencias entre aislados en la

respuesta frente a la fuente de carbono disponible.
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Tabla 6. Crecimiento bacteriano en distintas fuentes de carbono en presencia de
ciprofloxacino.

Cepa Sitio Género Crecimiento en Crecimiento en  Concentracion maxima de
glucosa acetato CIP (pg/mL)

PP36 PP No clasificado No Si 0,0625
DLAMS DL Pseudomonas Si Si 0,125
PP15B PP Pseudomonas No Si 0,125
PP35R PP Pseudomonas Si Si 0,125
DL31 DL No clasificado Si Si 0,25
DLAMS DL Serratia Si Si 0,25
DLAM9 DL Pseudomonas Si Si 0,25
DL15 DL Pseudomonas Si Si 0,25
DL21 DL Serratia No Si 0,5
DL38 DL Aeromonas Si Si 0,5

La concentracion maxima de CIP en la que se observo crecimiento vario entre 0,0625 y
0,5 ug mL™"'. Los valores mas altos se observaron con los aislados DL21 y DL38, ambos
con crecimiento hasta 0,5 ug mL-'. Sin embargo, DL21 crecié Unicamente en acetato,
mientras que DL38 lo hizo en ambas fuente de carbono. Las cepas que presentaron
crecimiento provinieron de ambos sitios de muestro e incluyeron aislados de sedimento
y de agua de mar, con predominio de los géneros correspondientes a Pseudomonas,
ademas de Serratia, Aeromonas y aislados no clasificados. No se observo crecimiento
detectable cuando CIP fue incorporado como unico compuesto organico adicional en el

medio M9.

5.7 Dinamica de crecimiento de cepas seleccionadas en presencia de
ciprofloxacino

Se evaluo la cinética de crecimiento de cuatro aislados bacterianos seleccionados y de

un consorcio bacteriano bajo las distintas condiciones de carbono y CIP definidas
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previamente. Las curvas de crecimiento evidenciaron diferencias en la magnitud y
temporalidad del aumento de DOsoo, asociadas principalmente a la fuente de carbono

disponible y a la presencia del antibidtico (Figura 6).

En ausencia de CIP, los cultivos suplementados con glucosa o acetato de sodio
presentaron incrementos tempranos de DOsoo, observados principalmente durante las
primeras 24 h de incubacion. En las condiciones equivalentes suplementadas con CIP,
el aumento de DOsoo fue menor y mas tardio, registrandose generalmente desde las 48
h. En contraste, en la condicion M9 + CIP + bacteria, no se observaron incrementos
sostenidos de DOeoo compatibles con crecimiento detectable durante el periodo

evaluado.
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Figura 6. Dinamica de crecimiento de cepas seleccionadas y consorcio bacteriano
bajo distintas condiciones de carbono y CIP.

Curvas de crecimiento de DL15 (A), DL38 (B), DLAM9 (C), PP15B (D) y el consorcio
bacteriano (E) en medio minimo M9 durante 10 dias de incubacion. Las lineas continuas
corresponden a condiciones inoculadas y las lineas discontinuas a controles abiéticos.

Cada punto representa el promedio de dos mediciones técnicas de DOeoo.

El analisis del incremento maximo de DOsoo mostré que las condiciones sin CIP
alcanzaron los valores mas altos de crecimiento (Figura 7A). Las condiciones

suplementadas con CIP y una fuente adicional de carbono presentaron incrementos
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menores, aunque detectables en la mayoria de los cultivos evaluados. En cambio, la
condicion M9 + CIP + bacteria presentd valores de incremento maximo cercanos al nivel

basal en todos los casos.
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Figura 7. Crecimiento de cepas seleccionadas y consorcio bacteriano bajo distintas
condiciones de carbono y ciprofloxacino.

(A) Incremento maximo de DOsoo respecto al tiempo inicial. Cada punto representa un
cultivo y las lineas horizontales indican la mediana por condiciones. La linea discontinua
sefiala el umbral operativo de crecimiento detectable. (B) Mapa de calor de la DOsoo
maxima alcanzada por cada cultivo, entre paréntesis se indica el dia en que alcanzo el

valor maximo.
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La magnitud y temporalidad del crecimiento variaron entre aislados (Figura 7B). En la
mayoria de los cultivos, la glucosa se asocio con valores mayores de DOsoo maxima
respecto del acetato de sodio; sin embargo, esta tendencia no fue uniforme. PP15B
presentd un patron diferenciado, con un incremento marcado en acetato + CIP y una
respuesta limitada en glucosa + CIP (Figura 7B). El consorcio bacteriano mostr6é una
dinamica comparable al rango observado para los aislados individuales, sin presentar

una respuesta marcadamente distinta bajo las condiciones evaluadas.

5.8 Evaluacion funcional de la actividad antimicrobiana residual en
sobrenadantes de cultivos incubados con ciprofloxacino

La actividad antimicrobiana residual de los sobrenadantes obtenidos durante el ensayo
de incubacion con CIP fue evaluada como una aproximacion funcional para evaluar si la
incubacion con bacterias se asocia con una disminucion de la capacidad inhibitoria del
antibiotico. Para ello, los halos de inhibicién generados frente a E. coli ATCC® 25922
fueron expresados como actividad residual relativa, normalizada respecto al disco
comercial de CIP de 5 pg. Esta normalizacién permiti6 comparar la actividad inhibitoria
entre dias y condiciones, reduciendo la influencia de variaciones técnicas propias del

bioensayo (Figura 8).

En términos generales, los sobrenadantes de DL38, DLAM9 y del consorcio bacteriano
mantuvieron actividad antimicrobiana residual detectable durante los 10 dias de
incubacion (Figura 8A). En DL38, las condiciones con glucosa + CIP+ bacteria, acetato

+ CIP+ bacteria y M9 + CIP + bacteria, presentaron actividad residual detectable durante
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el periodo evaluado, sin evidenciar una disminucién progresiva de la actividad residual
entre 0 d y 10 d. Un comportamiento similar se observé en DLAM9, donde la actividad
inhibitoria relativa se mantuvo detectable, con variaciones temporales que no indicaron
una pérdida funcional sostenida del antibiético. En el consorcio bacteriano, la actividad

residual también se mantuvo detectable durante el periodo de incubacion, sin observarse

una reduccion clara al final de la incubacion.
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Figura 8. Actividad antimicrobiana residual relativa de los sobrenadantes obtenidos
durante los ensayos de incubacion con ciprofloxacino

(A) Variacion temporal de la actividad residual relativa durante 10 dias de incubacién. (B)
Cambio neto entre 10 d y 0 d para cada condicion experimental. Los valores representan

el promedio de duplicados técnicos; las barras de error indican desviacion estandar
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técnica. Los colores identifican las mismas condiciones experimentales en ambos

paneles.

PP15B presentd valores bajos de actividad antimicrobiana residual relativa durante todo
el ensayo. Este patron debe interpretarse considerando que el matraz correspondiente a
este aislado fue suplementado con una concentracién inicial menor de CIP, equivalente
a 0,125 yg mL'. En consecuencia, los cambios observados en PP15B se encontraron
cercanos al limite funcional de deteccion del bioensayo, lo que restringe la interpretacion

de variaciones pequenas entre los dias de incubacion.

El analisis del cambio neto entre 10 d y 0 d mostré que la mayoria de las condiciones no
presentd una reduccién marcada de la actividad residual relativa (Figura 8B). En varios
casos, los cambios fueron cercanos a cero o positivos, indicando mantencion de la
actividad inhibitoria en los sobrenadantes durante el periodo de incubacion. Bajo las
condiciones evaluadas, no se observd una disminucidn temporal consistente de la

actividad antimicrobiana residual asociada a los cultivos bacterianos.

5.9 Caracterizacion genémica de cepas seleccionadas por su respuesta frente a
ciprofloxacino

Se analizaron genémicamente tres cepas seleccionadas por presentar respuestas
contrastantes frente a CIP: DL38, DLAM9 y PP28. La identificacién taxonémica mediante
JSpecies permitio refinar la asignacion taxondmica obtenida por la secuenciacion del gen
del ARNr 16S. DL38 y DLAM9 fueron identificadas como Pseudomonas fluorescens, con

un Z-score de 0,9995, mientras que PP28 fue identificada como Serratia aquatilis, con
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un Z-score de 0,995. En consecuencia, la interpretacion gendmica posterior se realizo

considerando la identificacién basada en el genoma completo.

Los ensamblajes obtenidos presentaron métricas compatibles con analisis gendmicos
comparativos y de anotacion funcional. DL38 y DLAM9 mostraron tamafios gendmicos
similares, cercanos a 6,1 Mb, contenido de GC de 60,05 %, completitud de 100 % vy
contaminacién estimada de 0,08%. PP28 presenté un genoma de 5.533.473 pb,
contenido de GC de 50,51 %, completitud de 100% y contaminacion de 0,62 %. Las

meétricas de ensamblaje, calidad y anotacién se resumen Tabla 7.

Tabla 7. Métricas de ensamblaje, calidad y anotacion de los genomas de cepas
seleccionadas.

Cepa  Identificacién  Origen geﬁi':;ﬁ&p) N° contigs R}i‘; L50 (‘:’; CDS tRNA rRNA C°'“(E,Et“"d c°“ta:f,}:;‘a°i°"

DL38 P ;52;’::2;;’?3 Sedimento  6.100.330 116 191.838 11 60,05 5.400 59 4 100 0,08

DLAMg Fseudomonas  Aguade g 109 503 126 176579 11 60,05 5397 58 4 100 0,08
fluorescens mar ! !

PP28  Seratia aquatilis Sedimento  5.533.473 99 199.217 11 5051 5.013 72 3 100 0,62

Las métricas de ensamblaje corresponden a QUAST; la completitud y contaminacion a CheckM2; y los valores de CDS, tRNAy rRNA
a Prokka.

Dado que DL38 y DLAM9 fueron asignadas a la misma especie, se compararon ambos
genomas mediante ANIb. La comparacion mostré una identidad nucleotidica promedio
de 99,99 % con 99,86 % del genoma alineado, concordante con la asignacién de ambos

aislados a P. fluorescens (Tabla 8).
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Tabla 8. Comparacion genémica mediante ANIb entre DL38 y DLAMO.

Genoma Bases alineadas Tamano total
Comparacion ANIb (%) alineado (bp) considerado
(%) P (bp)
DL38 vs
DLAMS 99,99 99,86 6.091.770 6.100.330

5.10 Analisis de genes de resistencia, dianas de fluoroquinolonas y sistemas de
expulsion

El analisis mediante ABRicate y AMRFinderPlus identific6 un conjunto especifico de
genes asociados a resistencia antimicrobiana o a funciones relacionadas con sistemas
de expulsion, regulacion y respuesta antimicrobiana en las cepas evaluadas. Los
resultados se presentan en la Tabla 9, indicando la herramienta o base de datos de

deteccion, la cobertura, la identidad y la funcién reportada segun la base de datos.

El gen que codifica para blarrm-3 fue detectado concordantemente entre las herramientas
especializadas y se restringié a DL38 y DLAMS9. Esta deteccién constituye la principal
evidencia gendémica concordante de resistencia antimicrobiana en ambas cepas. En
contraste, PP28 no presentd detecciones concordantes de genes de resistencia
mediante las herramientas especializadas; la unica deteccién asociada a resistencia
correspondid a crp mediante CARD, anotado como regulador global vinculado

indirectamente con la expresion de sistemas de eflujo.
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Tabla 9. Genes asociados resistencia antimicrobiana o funciones relacionadas
detectados en cepas seleccionadas.

Cepa det(:v:t:do Herraml::tt:;base de Cobertura (%) Identidad (%) Prndr:;to)rt:af::cmn Categoria funcional
ABRicate/NCBI AMR; N X
DL38 blaprwa ABRicate/CARD; 100,00 100,00 Mstalo f-lactamasa PFM-3, B-lactamasa
y subclase B2
AMRFinderPlus

. Componente del sistema de f ;
DL38 mexF ABRicate/CARD 98,71 84,09 eflujo MexEF-OprN Eflujo multidroga

. Componente del sistema de f ;
DL38 mexQ ABRicate/CARD 98,48 81,87 eflujo MexPQ-OpmE Eflujo multidroga
DL38 yaiC ABRicate/CARD 92,04 82,69 F_’roteina _as_sgciada a_ﬁine_ss Respues_ta e_:ntimicrobiana

bajo exposicién antimicrobiana indirecta
ABRicate/NCBI AMR; Metalo B-lactamasa PFM-3, .

DLAM9 blaprm-3 AMRFinderPlus 100,00 100,00 subclase B2 B-lactamasa

: Componente del sistema de " .
DLAM9 mexF ABRicate/CARD 98,71 84,09 eflujo MexEF-OprN Eflujo multidroga

. Componente del sistema de . .
DLAM9 mexQ ABRicate/CARD 98,48 81,87 eflujo MexPQ-OpmE Eflujo multidroga

Regulador global cAMP
PP28 crp ABRicate/CARD 100,00 84,20 dependiente asociado a Regulacién transcripcional
regulacion de MdtEF

Las demas detecciones obtenidas mediante CARD correspondieron a componentes
asociados a sistemas de expulsion, respuesta antimicrobiana o regulacion
transcripcional, por lo que fueron interpretadas como genes relacionados con funciones

de respuesta o tolerancia antimicrobiana.

Posteriormente, se revisaron las proteinas GyrA y ParC para evaluar sustituciones
aminoacidicas en las regiones QRDR asociadas a resistencia a fluoroquinolonas. Esta
revision no evidencio sustituciones clasicas en las posiciones evaluadas. En DL38 y
DLAMS se conservaron las posiciones criticas equivalentes de GyrA 'y ParC. En PP28,
GyrA conservo Ser83 y Asp87, mientras que ParC conservé los residuos equivalentes a

Ser80 y Glug4.
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Finalmente, se revisaron las anotaciones de Prokka para identificar genes candidatos
relacionados con dianas de CIP, transporte multidroga, regulacién y permeabilidad de
membrana externa. Los genes identificados se organizaron por categoria funcional y
cepa (Tabla 10). En conjunto, las cepas evaluadas presentaron genes asociados a dianas
de CIP y a funciones generales de transporte, regulacion y permeabilidad; sin embargo,
no se detectaron genes clasicos de resistencia a quinolonas ni sustituciones QRDR

clasicas en las posiciones evaluadas.

Tabla 10. Genes candidatos asociados a dianas de CIP, sistemas de expulsion
multidroga y permeabilidad de membrana externa anotados mediante Prokka.

Categoria DL38 DLAM9 PP28

Dianas de CIP gyrA, gyrB, parC, parE gyrA, gyrB, parC, parE gyrA, gyrB, parC, parE

Sistemas de eflujo mexA, mexB, ttgA, ttgB, ttgC, mexA, mexB, acrF, ttgA, ttgB, acrR, acrA, acrB, tolC, baeR,

multidroga ttgF, ttgl, mdtA, mdtB, mdtC,  ttgC, ttgF, ttgl, mdtA, mdtB,

principales oprM, tolC oprM, tolC baeS, mdiA, math, matC, matD
Otros macA, macB, emrA, emrB,

transportadores norM, mdtK. mdtG, mdtJ, macA, macB, emrA, enrB, mdfA, emrA, emrB, emrE, matK,

multidroga mdtL norM, mdtK, mdtG, mdtJ, mdtL mdtH, mdtM, macA, macB

crp, acrR, baeR, baeS, soxS, rob,

Reguladores

asociados ompR, rpoS ompR, rpoS rposS, ompR
Permeabilidad/ oprF, oprD, oprB, oprM, tolC, oprF, oprD, oprB, oprM, tolC, tolC, ompA, ompX, ompC, ompD,
membrana externa nicP hicP ompL, lamB, kdgM

En conjunto, los analisis gendmicos mostraron que DL38, DLAM9 y PP28 conservan las
dianas moleculares de CIP, y presentan genes relacionados con transporte multidrogas,

regulacion y permeabilidad de membrana externa. Sin embargo, no se detectaron genes
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clasicos de resistencia a quinolonas ni sustituciones QRDR clasicas en las posiciones
evaluadas. El gen blarrm-3 fue detectado unicamente en DL38 y DLAM9, mientras que
PP28 presentd solo una deteccién mediante CARD correspondiente a crp, interpretada
como un regulador global asociado indirectamente a resistencia. Estos resultados
establecen el marco gendémico para interpretar las diferencias fenotipicas observadas
frente a CIP, sin demostrar por si mismos un mecanismo causal de tolerancia o

biotransformacion.

6 Discusion

6.1 Contexto ambiental y recuperaciéon de bacterias cultivables

Los sitios incluidos en este estudio corresponden a bahias subantarticas caracterizadas
por condiciones ambientales frias, sedimentos de pH levemente alcalino y bajo contenido
de materia organica. Estas caracteristicas permiten situar el estudio en un contexto
marino costero donde el metabolismo y la estructura de las comunidades microbianas
pueden estar condicionados por la temperatura, la disponibilidad de carbono y la matriz
sedimentaria. En ambientes frios, las bajas temperaturas reducen la velocidad de las
reacciones enzimaticas, afectan la fluidez de la membrana celular y limitan la eficiencia
de procesos celulares esenciales. Asimismo, la disponibilidad y calidad del carbono
organico constituyen factores relevantes para sostener la actividad heterotrofica y el
funcionamiento de las comunidades microbianas en estos ecosistemas (Cary et al., 2010;
Cavicchioli et al., 2019; Collins and Margesin, 2019; Ramon et al., 2023; Purwar &

Srivastava, 2024). En ambos sitios se observaron residuos soélidos acumulados o
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dispersos en la zona de varamiento, o que constituye un antecedente cualitativo de
intervencion antropica local. Sin embargo, debido a que no se realizaron mediciones
quimicas de CIP ni de otros contaminantes farmacologicos en agua o sedimento, estos
antecedentes deben interpretarse como evidencia contextual de intervencién humana y

no como demostracion directa de exposiciéon ambiental a antibioticos.

A partir de estas matrices se recuperd un conjunto de bacterias cultivables compuesto
por aislados provenientes de agua de mar y sedimento. Este aislamiento se realizd
utilizando un agar cromogénico formulado para la deteccion selectiva de E. coli y otros
coliformes en muestras de agua y alimentos. De acuerdo con el fabricante, este medio
contiene peptona, sorbitol y piruvato para favorecer el crecimiento bacteriano, Tergitol-7
como agente inhibidor de bacterias Gram positivas y algunas Gram negativas, y una
mezcla cromogénica que permite diferenciar colonias mediante la actividad B-D-
galactosidasa y B-D-glucuronidasa. Por lo tanto, la estrategia de aislamiento utilizada
favoreci6 la recuperacion de bacterias cultivables capaces de crecer bajo una condicién
selectiva orientada principalmente a coliformes y bacterias Gram negativas, mas que una

recuperacion amplia de la diversidad bacteriana ambiental.

En concordancia con esta condicion de aislamiento, la composicién taxondmica estuvo
dominada por géneros pertenecientes principalmente a Gammaproteobacteria, con una
alta representacion de Pseudomonas, junto con Aeromonas, Serratia, Rahnella, Hafnia,
Escherichia, Lelliottia y Oceanisphaera, ademas de aislados no clasificados a nivel de

género mediante el analisis del gen del ARNr 16S. Este patrén debe interpretarse como
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una caracterizacion funcional de un subconjunto cultivable seleccionado por el medio de
aislamiento y por las condiciones experimentales empleadas, y no como una
representacion de la diversidad total de las comunidades microbianas presentes en las

bahias.

6.2 Susceptibilidad antimicrobiana en aislados ambientales

Los aislados recuperados desde bahia DL y PP presentaron perfiles fenotipicos variables
de susceptibilidad antimicrobiana (halos de inhibicion = 14 mm), con menor
susceptibilidad principalmente frente a AMP, CXM y CHL. Dado que el cepario estuvo
compuesto por bacterias ambientales pertenecientes a distintos géneros, estos
resultados deben interpretarse bajo el criterio operacional utilizado en un estudio definido
por halos de inhibicion £ 14 mm y previamente aplicado en bacterias ambientales
antarticas. Por ello, estos resultados no equivalen necesariamente a resistencia clinica,
sino que permiten comparar la respuesta fenotipica de los aislados bajo un mismo criterio

experimental (Jara et al., 2020).

También se observaron perfiles con multiples no susceptibilidades en ambos sitios. Esta
observacion indica que una fraccion del cepario fue capaz de crecer frente a mas de una
clase de antibidtico bajos las condiciones del ensayo. En PP, la proporcion de aislados
con valores MAR > 0,2 fue mayor que en DL, aunque el IRA fue relativamente similar
entre ambos sitios. Si bien el indice MAR se ha usado como un indicador extrapolado
para indicar exposicién a ambientes con presion antimicrobiana, en este caso no puede
interpretarse como evidencia directa de contaminacion antibiética, ya que no se midieron

concentraciones ambientales de estos compuestos ni se identificaron fuentes especificas
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de exposicién, pero podria inferir el grado de influencia antropogénica sobre las
poblaciones bacterianas. Su valor, por tanto, es principalmente comparativo dentro del

grupo de bacterias analizadas (Krumperman, 1983; Osundiya et al., 2013).

La deteccion molecular mediante PCR convencional no evidencié amplicones del tamafio
esperado para ninguno de los genes evaluados, que incluyeron determinantes de
resistencia asociados a quinolonas, sistemas de expulsion multidroga, sulfonamidas, -
lactamicos, aminoglucdsidos, fenicoles, tetraciclinas ni tampoco de plataformas
genéticas como integrones. Esta ausencia de deteccion indica que los fenotipos
observados no se explican por los genes especificos incluidos en el estudio. En
consecuencia, la discordancia entre el fenotipo y la PCR debe entenderse como una
limitacion del alcance molecular evaluado, no como ausencia absoluta de mecanismos

asociados a resistencia.

6.3 Tolerancia a ciprofloxacino (CIP) y disponibilidad de carbono

La evaluacion de CMI permitié identificar un subconjunto de aislados capaces de crecer
en presencia de CIP. De los 67 aislados evaluados, solo 14 presentaron crecimiento en
al menos una de las concentraciones ensayadas, con valores entre 0,125 y 1 ug mL"".
Este resultado indica que la capacidad de tolerar CIP no fue una caracteristica general
del grupo de cepas estudiadas, sino una propiedad restringida a una fraccion de los
aislados recuperados. Considerando la estabilidad quimica de las fluoroquinolonas y su
baja biodegradabilidad relativa en sistemas ambientales, esta respuesta heterogénea

resulta esperable: el crecimiento frente a CIP depende tanto de la susceptibilidad propia
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de cada cepa como de su estado fisiolégico y del medio en que se realiza el ensayo

(Girardi et al., 2011; Kimmerer, 2009; Reis et al., 2020).

Al realizar la evaluacion en medio minimo M9, la tolerancia observada de las cepas en
agar MH no se mantuvo. De los 67 aislados evaluados, solo 10 crecieron en presencia
de CIP cuando el medio fue suplementado con una fuente adicional de carbono. Todas
las cepas crecieron en acetato de sodio + CIP, mientras que 7 también los hicieron en
glucosa + CIP. En cambio, no se observo crecimiento detectable cuando el CIP fue
incorporado como unico compuesto organico adicional. Estos resultados indican que la
respuesta frente al antibidtico dependié del contexto nutricional del cultivo, sin que ello

permita atribuir el crecimiento observado a biotransformacién del compuesto.

En la condicién M9 + CIP + bacteria no se observaron incrementos sostenidos de DOeoo
compatibles con crecimiento detectable, lo que indica que el CIP no actué como fuente
organica suficiente para sostener el crecimiento bacteriano bajo las condiciones
evaluadas. Por lo tanto, los resultados no apoyan un metabolismo directo de CIP como
fuente principal de carbono. Mas bien, el patrén observado corresponderia una respuesta
dependiente de co-sustratos, donde la actividad metabdlica sostenida por una fuente de
carbono externa podria permitir crecimiento en presencia del antibidtico. Este escenario
concuerda con estudios previos que han descrito que la transformacion de CIP suele
favorecerse en presencia de co-sustratos y ocurre con mayor frecuencia bajo esquemas
de co-metabolismo que como resultado de su utilizacién directa como sustrato unico (Cai

et al., 2022b; Feng et al., 2021; Liao et al., 2016).
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Las curvas de crecimiento de las cepas seleccionadas reforzaron esta interpretaciéon. En
ausencia de CIP, los cultivos suplementados con glucosa o acetato presentaron
incrementos tempranos de DOsoo, mientras que en presencia de CIP el crecimiento fue
menor y mas tardio. Esto muestra que el antibiético mantuvo un efecto inhibitorio sobre
el crecimiento, incluso cuando existia una fuente de carbono disponible. Dentro de este
patron general, PP15B mostré una respuesta diferenciada, con mayor crecimiento
relativo en acetato + CIP que en glucosa + CIP, lo que sugiere que la disponibilidad de
carbono no solo permitié o limitd el crecimiento, sino que también modulé la magnitud de
la respuesta de manera dependiente de la cepa. El consorcio bacteriano, en cambio, no
presentd un comportamiento claramente superior al observado en los aislados
individuales, por lo que no se evidencio un efecto colectivo marcado bajo las condiciones

ensayadas.

En el caso de PP15B se sugiere esta dependencia del contexto nutricional. Este aislado
crecioé en agar MH con CIP y M9 suplementado con acetato de sodio + CIP, pero no en
M9 con glucosa + CIP. Esta diferencia puede explicarse parcialmente por la composicién
de los medios utilizados. El medio MH, esta compuesto por infusién de carne, hidrolizado
de caseina y almidén, que aporta nutrientes disponibles y puede reducir la demanda
biosintética necesaria para sostener su crecimiento bajo estrés en este caso del CIP.
Mientras que en el medio M9, el crecimiento depende de la utilizacién de una fuente de
carbono definida, por lo que el acetato de sodio y la glucosa no necesariamente generan

estados fisiolégicos equivalentes.
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Una explicacién posible es que, en presencia de glucosa, haya entrado en un estado de
crecimiento mas activo, con mayor demanda biosintética y replicativa. Esta condicion
podria aumentar la susceptibilidad frente a CIP, ya que actua sobre la ADN girasa y la
topoisomerasa IV que estan involucradas en la replicaciéon y segregacion del ADN
(Fabrega et al., 2009). Un estudio describié en E. coli que la susceptibilidad a CIP
dependio de la tasa de crecimiento previa al tratamiento: los cultivos con glucosa, mayor
tasa de crecimiento, fueron mas afectados por CIP que los cultivos en acetato, con menor
crecimiento, mostrando una mayor supervivencia (Smirnova and Oktyabrsky, 2018).
Aunque este antecedente corresponde a E. coli, entrega una base fisiolégica para
interpretar que el estado de crecimiento inducido por la fuente de carbono puede

modificar la respuesta frente a CIP.

Por otra parte, el acetato pudo haber generado en PP15B una condicion metabdlica que
le permite el crecimiento en exposicion a CIP. A diferencia de la glucosa, cuyo
metabolismo en Pseudomonas puede involucrar una red integrada por vias como Entner
Doudoroff, pentosas fosfato y componentes de Embden Meyerhof parnas (Nikel et al.,
2015), mientras que el acetato ingresa como acetil CoA 'y se vincula con rutas como el
ciclo del glioxilato, que permiten conservar carbono durante el crecimiento y se produce
un crecimiento mas lento (Meylan et al., 2017). Asi, el crecimiento de PP15B en acetato
+ CIP, pero no en glucosa + CIP, sugiere que la tolerancia observada dependio del estado

fisiolégico inducido por la fuente de carbono disponible.
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En conjunto, estos resultados respaldan parcialmente la hipétesis en su componente de
tolerancia a CIP y dependencia de la disponibilidad de carbono. Los aislados no
mostraron una capacidad generalizada para crecer frente a CIP, ni utilizaron el antibiotico
como fuente de carbono. Sin embargo, las cepas capaces de crecer en presencia de CIP
con una fuente de carbono adicional permiten plantear que la tolerancia al antibiético
estuvo asociada al contexto metabdlico del cultivo, pero todavia no permite concluir que

dicha respuesta haya implicado biotransformacién parcial del compuesto.

6.4 Actividad antimicrobiana residual y evaluaciéon funcional de
biotransformacioén

La actividad antimicrobiana residual se mantuvo detectable en los sobrenadantes de
DL38, DLAMS9 y del consorcio bacteriano durante los 10 dias de incubacion, sin una
tendencia progresiva de disminucién entre el inicio y el final del ensayo. En varios casos,
el cambio neto entre el dia 10 y el dia 0 fue cercano a cero o positivo. Lo que indica que

el CIP conservo actividad inhibitoria bajos las condiciones evaluadas.

Este resultado delimita la interpretacion de la tolerancia discutida en el bloque anterior.
Aunque algunas cepas crecieron en presencia de CIP cuando existia una fuente
adicional de carbono, esa respuesta no estuvo acompafada por una perdida sostenida
de actividad antimicrobiana. Por lo tanto, los datos son consistentes con tolerancia
dependiente del contexto nutricional, pero no con una biotransformacion funcional

detectable mediante esta aproximacion.
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En el caso de PP15B, que fue incubado con una concentracion inicial menor de CIP, la
baja actividad residual observada se ubicé cerca del limite funcional del bioensayo, por
lo que las variaciones entre dias no permiten inferir una disminucién progresiva atribuible

a la incubacioén bacteriana.

La ausencia de una reduccion clara en la actividad residual contrasta con antecedentes
que describen que la transformaciéon de CIP puede favorecerse en presencia de co-
sustratos y bajo esquemas co-metabdlicos (Cai et al., 2022b; Feng et al., 2019; Liao et
al., 2016). En este estudio, la disponibilidad de glucosa o acetato permitio el crecimiento
de un subconjunto de aislados, pero no se tradujo en una pérdida funcional consistente
de la actividad inhibitoria. Asi, la hipotesis se respalda en el componente de tolerancia y
dependencia de carbono, pero no en la promocion de biotransformacion parcial

detectable por actividad antimicrobiana residual.

6.5 Caracterizacion genémica y mecanismos asociados a la respuesta frente a
ciprofloxacino (CIP).

La caracterizacion gendmica de DL38, DLAM9 y PP28 permitio refinar la identificacion
taxondmica de los aislados seleccionados por sus respuestas frente a CIP. La
identificacion de DL38 y DLAM9 como P. fluorescens es relevante porque este grupo
incluye bacterias ampliamente distribuidas y metabdlicamente versatiles, pero también
porque sus perfiles de susceptibilidad pueden involucrar rasgos intrinsecos, adaptativos
0 mecanismos no necesariamente capturados por un panel molecular especifico. En este
sentido, una revision reciente ha sefialado que distintos fenotipos de resistencia descritos

en el complejo P. fluorescens podrian estar relacionados con propiedades intrinsecas,
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mientras que los genes transferibles de resistencia aparecen con baja frecuencia en los

genomas disponibles (Silverio et al., 2022).

En relacién con CIP, uno de los resultados relevantes fue la ausencia de genes clasicos
de resistencia a quinolonas y sustituciones aminoacidicas en QRDR asociadas con
resistencia a fluoroquinolonas (Shariati et al., 2022). Tampoco, se detectaron
determinantes como qnr, aac(6’)-lb-cr u otros genes directamente vinculados a
resistencia plasmidica a quinolonas. Asi esto resultados indican que la tolerancia
observada no se explica por los mecanismos clasicos, mas frecuentes, de resistencia a

fluoroquinolonas descritos en bacterias Gram negativas.

La anotaciones gendmicas funcionales si evidenciaron genes relacionados con
transporte multidrogas, regulacién y permeabilidad de membrana externa. Estos
elementos pueden formar parte de respuestas generales frente a compuestos
antimicrobianos, especialmente en bacterias ambientales expuestas a condiciones
variables. En el complejo P. fluorescens, se han descrito bombas de expulsion y otros
mecanismos que pueden contribuir a fenotipos de resistencia como cloranfenicol,
tetraciclinas o quinolonas; sin embargo, su sola presencia genémica no permite atribuir

causalidad al fenotipo observado frente a CIP (Silverio et al., 2022).

La deteccion de blaprv-3 en DL38 y DLAM9 constituye un hallazgo gendmico relevante,

pero debe separase de la respuesta frente a CIP. Las enzimas PFM corresponden a una

familia de métalo-p-lactamasas de la subclase B2 descritas en especies del complejo P.
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fluorescens. Poirel et al. informaron variantes de PFM en Pseudomonas libanensis'y P.
fluorescens, incluyendo PFM-3, y sefalaron que estas especies pueden constituir
reservorios de genes tipo blarrm. En ensayos funcionales estas enzimas se asociaron
principalmente con menor susceptibilidad a carbapenémicos, particularmente imipenem,
mientras que no se explican posibles mecanismos de respuesta frente a fluoroquinolonas
(Poirel et al., 2020). Por ello, blarrm-3 puede contribuir a interpretar los perfiles de menor
susceptibilidad frente a B-lactdmicos, observados en DL38 y DLAM9, pero no el

crecimiento en presencia de CIP.

PP28 aportdé un contraste util entre tolerancia en medio rico en nutrientes y crecimiento
bajo restriccidén nutricional. Aunque presento crecimiento en agar MH con CIP, no sostuvo
crecimiento en M9 suplementado con glucosa o acetato de sodio. En este caso la
gendmica no identificé un mecanismo clasico que explique directamente la tolerancia a
CIP; mas bien, los resultados apuntan a una respuesta multifactorial, influida por el
contexto nutricional, el estado fisiolégico y mecanismos generales de transporte,

regulacion y permeabilidad.

7 Conclusiones

Los 67 aislados bacterianos recuperados desde bahias subantarticas, correspondientes
a 32 aislados de Dos Lobos y 35 de Puesto Pomar, presentaron respuestas
heterogéneas frente a CIP. La capacidad de crecer en presencia de CIP se restringié a
un subconjunto de cepas y dependié de las condiciones nutricionales del cultivo,

especialmente de la presencia de acetato de sodio como fuente adicional de carbono. La
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ausencia de crecimiento en el medio suplementado unicamente con CIP indico que este
antibiético no constituyé una fuente de carbono suficiente para sostener crecimiento

detectable.

La actividad antimicrobiana residual se mantuvo durante el ensayo, sin una disminucion
temporal consistente atribuible a la incubacion bacteriana. Por lo tanto, las cepas
estudiadas no mostraron capacidad para degradar CIP bajo las condiciones
experimentales evaluadas, y no se obtuvo evidencia funcional que sustentara la

ocurrencia de una biotransformacion parcial del antibiético.

En conjunto, los resultados respaldan parcialmente la hipotesis planteada. Los aislados
bacterianos fueron capaces de crecer en presencia de CIP bajo condiciones
dependientes de una fuente adicional de carbono; sin embargo, no se obtuvo evidencia
funcional que demostrara su capacidad para biotransformar el CIP en las condiciones
experimentales evaluadas. Desde una perspectiva biotecnoldgica estos aislados no
pueden considerarse candidatos para la biodegradacion de CIP, aunque constituyen un
recurso biolégico de interés para futuras investigaciones orientadas a comprender los
mecanismos de tolerancia a fluoroquinolonas, las respuestas fisiolégicas dependientes

de co-sustratos y estrategias futuras de bioprospeccidén en ambientes marinos frios.
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9 Anexo1

Tabla A. Listado de genes y partidores evaluados mediante PCR.

Gen Descripcién Forward 5'-3' Reverse 5'-3' Tamafio {*C)

165 rANA 27F-1942R AGAGTTTGATCMTGGETCAG TACGGYTACCTTGTTACGACTT 1465 57 Pollock J et al., 2018

qnrd Sj: c‘:: ;::ﬁ‘ema a GCCCGCTTCTACAATCAAGT GGCAGCACTATTACTCCCAAG 347 60 Hamed S ef al. 2018

qnrg SU"‘"I: de resictencia a TATGGCTCTGGCACTCGTT GCATCTTTCAGCATCGCAC 193 60 Hamed § et al. 2015

qnrs Sj: c‘:: r:::ig‘ema a TCGGCACCACAACTTTTCAC TCACACGCACGGAACTCTAT 255 60 Hamed S ef al. 2018

oqxA Gen de bomba de eflujo Hamed S et al. 2018
multidroga OqxAB CTCTCCTTTCTECTCGTCGG AATAGGGGCGGTCACTTTGG 489 67
(subunidad A)

oqxB Gen de bomba de eflujo Hamed S et al. 2018
multidroga OgxAB TAGTGCTGGTGGTGCTGGTA GGGTAGGGAGGTCTTTCTTCG 480 68
(subunidad B)

intlt Gen integrasa de integran Himen et al. 2013
clase 1 CTTTAGGTCTAGGAACTGGG CTGCTACTAAATGTGGGTACA 484 54

intl2 Gen integrasa de integran Goldstein et al. 2001
clase 2 GCAAATGAAGTGCAACGC ACACGCTTGCTAACGATG 467 52

werft Gen de resistencia a GTATTGCGCCGCTCTTAGAC CCGACTTCAGCTTTTGAAGG 408 57 Jara et al. 2020
sulfonamidas

blaren $§;‘d"e beta-lactamasa  trarceGCCTCCATCCAGTC TGGGTGCACGAGTGGGTTAC 526 59 Jara et al. 2020

blasny gendebelalaclamass  oTGGGGAMCGGAACTGAMTG  GGGGTATCCCGCAGATAAAT 389 58 Jara et al. 2020

blawwe.c Gen de beta-lactamasa Jara et al. 2020
cromosamal (o AmpC)  ATTCGTATGCTGGATCTCGCCACC  GCTTTACCGTCACGATAGCC 396 55

blactxm(grupos 1y Gen de beta-lactamasa Jara et al. 2020

2 CTxM (grupos 1y 7). AAAAATCACTGCGCCAGTTC AGCTTATTCATCGCCACGTT 59 55

blawe {San da metalo-hets- GAAGGCGTTTATGTTCATAC GTATGTTTCAAGAGTGATGC 587 58 Pitout ot at,, 2005
lactamasa IMP

aac(6')-1b Gen de acetiltransferasa Hamed S et al. 2018
de aminoglucésidos CTTGCGATGCTCTATGAGTGG GAATGCCTGGCGTGTTTGAA 60 480
aac(6')-lb

floR Gen de resistencia a Jara et al. 2020
e | AATCACGGGCCACGCTGTATC CGCCGTCATTETTCACCT 57 215

tetA Gen de resistencia a Liu et al. 2018
tetraciclinas (bombade  GCTACATCCTGCTTGCCTTC CATAGATCGCCGTGAAGAGG 57 210
eflujo TetA)

tetx Gen de resistencia a Liu et al. 2018
tetraciclinas CAATAATTGGTGGACCC TTCTTACCTTGGACATCCCG 278 54
(monooxigenasa TetX)
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