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RESUMEN

La investigacion se realizd en la ciudad de Puno, durante setiembre - noviembre
del 2019, con la finalidad de determinar si las Enterobacterias presentes en tres puntos de
muestreo del rio Coata toleraran metales pesados y eran resistentes a los antibiéticos. Los
objetivos especificos fueron: a) evaluar los recuentos de coliformes termotolerantes en
muestras de agua del rio Coata y b) Determinar la tolerancia bacteriana in vitro al
mercurio, plomo, cefalexina y cloranfenicol en Enterobacterias de muestras de agua del
rio Coata. La metodologia inicié con la colecta de agua en el rio Coata (sector Juliaca,
comunidad Suches y distrito de Coata), a continuacion, se realiz6 el recuento de
coliformes termotolerantes, luego de identificar las bacterias se realizaron pruebas de
tolerancia a los metales en concentraciones de 1, 10, 30 y 50 mg/ml, asi como pruebas de
antibiograma para determinar su sensibilidad o resistencia a cefalexina y cloranfenicol.
Los resultados fueron: Los recuentos de coliformes termotolerantes en muestras de agua
del rio Coata, tuvieron los promedios de 2400, 1246.67 y 386.67 NMP/100ml en el sector
Juliaca, comunidad Suches y el distrito de Coata, respectivamente; E. coli y Shigella sp
toleraron plomo y Shigella sp fue la bacteria més tolerante al mercurio; todas las bacterias
fueron sensibles a cefalexina; a cloranfenicol E. coli resultd con respuesta intermedia y
Shigella sp fue resistente. Se concluye en que el mayor recuento de coliformes
termotolerantes fue el sector Juliaca, E. coli toleré plomo y Shigella plomo y mercurio y

fue resistente al antibiotico cloranfenicol.

Palabras clave: antibidticos, Enterobacterias, metales pesados, tolerancia, rio Coata

10

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis
]



NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

ﬂ. UNIVERSIDAD

ABSTRACT

The research was carried out in the city of Puno, during September - November
2019, in order to determine if the Enterobacteriaceae present in three sampling points of
the Coata River tolerated heavy metals and were resistant to antibiotics. The specific
objectives were: a) to evaluate the thermotolerant coliform counts in water samples from
the Coata river and b) To determine the in vitro bacterial tolerance to mercury, lead,
cephalexin and chloramphenicol in Enterobacteriaceae from water samples from the
Coata river. The methodology began with the collection of water in the Coata river
(Juliaca sector, Suches community and Coata district), then, the thermotolerant coliform
count was performed, after identifying the bacteria, tolerance tests were carried out on
metals in concentrations 1, 10, 30 and 50 mg/ml, as well as antibiogram tests to determine
their sensitivity or resistance to cephalexin and chloramphenicol. The results were: The
thermotolerant coliform counts in water samples from the Coata river had the averages of
2400, 1246.67 and 386.67 NMP/100ml in the Juliaca sector, Suches community and the
Coata district, respectively; Escherichia coli and Shigella sp tolerated lead and Shigella
sp was the most mercury tolerant bacteria; all bacteria were sensitive to cephalexin;
chloramphenicol Escherichia coli was intermediate and Shigella sp was resistant. It is
concluded that the highest count of thermotolerant coliforms was the Juliaca sector,
Escherichia coli bacteria tolerated lead and Shigella lead and mercury, and were resistant

to the antibiotic chloramphenicol.

Key words: Antibiotics, Enterobacteria, heavy metals, tolerance, Coata River.
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CAPITULO |
INTRODUCCION

Entre las provincias de San Roméan y Puno, Region Puno, se ubican la ciudad de
Juliaca, la comunidad de Suches y el distrito de Coata, entre dichas zonas recorre el rio
Coata, el cual desemboca en el lago Titicaca, pero sus aguas vienen siendo contaminadas
por los vertimientos de agua residuales de la ciudad de Juliaca, afectando principalmente
al ecosistema acuético del mismo rio y de la bahia del lago Titicaca. La liberacion de
compuestos toxicos e inmensas cargas de Enterobacterias como las coliformes y otras
bacterias patdgenas resistentes a varios quimicos, presentes en aguas residuales,
constituyen la causa de la contaminacion de los ecosistemas acuaticos, en particular los
rios y lagos, entre sus efectos origina la contaminacién de los recursos hidricos, la
disminucion de la calidad de las aguas disponibles para el abastecimiento de la poblacion,
asi como para el uso agricola e industrial, esta problematica tiene consecuencias negativas

en la salud publica, en la economia y en la sociedad en general.

Diversas fuentes bibliograficas, manifiestan que los microorganismos que habitan
en zonas contaminadas con algin xenobiotico, siendo el mercurio y el plomo, los
presentes en el rio Coata, se adaptan ante su presencia gracias a las modificaciones
metabolicas de los microorganismos, y asi lograr su sobrevivencia en dicho ambiente
contaminado; por otro lado, también reportan que esos mecanismos de adaptacion las
pueden convertir en potenciales bacterias utilizables para la biorremediacion de los
contaminantes o xenobioticos, degradandolos o reduciéndolos, de ahi la importancia del

estudio de estas bacterias entéricas del rio Coata.

En esta investigacion, se evaluara la tolerancia de las Enterobacterias, aisladas de
las aguas del rio Coata, zonas Juliaca, comunidad Suches y distrito de Coata, a dos
antibioticos (cefalexina y cloranfenicol) y dos metales pesados (mercurio y plomo) en
concentraciones crecientes; éstas bacterias fueron elegidas para esta investigacién, debido
a que se encuentran en contacto con diferentes contaminantes quimicos presentes en las
aguas residuales, y al estar en contacto generarian en sus células diversos mecanismos de
resistencia. Por lo tanto, este estudio se realiza porque se desea determinar, si las

Enterobacterias presentes en rio Coata, posean mecanismos genéticos, fisioldgicos,
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estructurales, entre otros, para resistir al mercurio, plomo y antibioticos, para que sean
utilizados ulteriormente, como una biotecnologia microbiana en la biorremediacion de
metales pesados en base a bacterias, y esta tecnologia inicia con los estudios de resistencia
a los metales pesados in vitro y paralelamente a los antibioticos.

Por tal razdn esta investigacion tuvo los siguientes objetivos:

1.1  OBJETIVO GENERAL

- Evaluar la tolerancia in vitro de Enterobacterias a mercurio, plomo, cefalexina y

cloranfenicol aisladas de muestras de agua del rio Coata, Puno.

1.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Evaluar los recuentos de coliformes termotolerantes en muestras de agua del rio
Coata.

- Determinar la tolerancia bacteriana in vitro al mercurio, plomo, cefalexina y
cloranfenicol en Enterobacterias segin zonas de muestreo del cual proceden las
muestras de agua del rio Coata.

13
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CAPITULO II
REVISION DE LITERATURA

2.1 ANTECEDENTES

En el Peru se realizaron varios estudios sobre evaluacion de la calidad del agua de
rios y lagos, entre ellos se menciona los recuentos de coliformes termotolerantes en la sub
cuenca Coata e Illpa, se encontraron dentro de los ECA para agua categoria 3 - Riego de
vegetales y bebida de animales, el rio Paratia presentd valores de 2,300 NMP/100ml, el
rio Torococha con 3,300 NMP/100ml y el rio Lampa con 450 NMP/100ml, éste Gltimo
estuvo por debajo de los ECAs categoria 1 (2000 NMP/100ml) (CMPRALTA 2014),
asimismo, el andlisis del agua superficial de la microcuenca de rio Ragra del distrito
Simon Bolivar (Pasco — Peru), el cual superd los valores ECA para agua en la categoria
3, donde las coliformes termotolerantes presentaron promedios de 17,000,000.00
NMP/100ml (Alvino 2019), por otra parte, otro estudio indica que el rio Torococha
presentd valores entre 2,000 NMP/100 ml y 3,350 NMP/100 ml, y superaron los ECAs
para rios de la sierra y los pozos a 100 m del rio Torococha presentaron 661 NMP/100
ml, en pozos a 200 m 98 NMP/100 ml presentando calidad bacteriologica deficiente
(Aguilar 2017), ademas, se cuenta con resultados del agua de la Bahia Interior de Puno,
en los meses de julio y noviembre del 2014, resultaron con valores de coliformes totales
con 6,500 NMP/100ml y 4,500 NMP/100ml y coliformes termotolerantes con recuentos
entre 2,500 NMP/100ml y 1,700 NMP/100ml (Quispe 2016).

A nivel internacional, se cuenta con el estudio del estuario del rio Rancheria
(Colombia), que luego de una evaluacion durante 4 trimestres, presentaron valores de
coliformes termotolerantes entre 794 NMP/100ml y 75,000 NMP/100ml (Molina &
Jiménez 2017), y luego de evaluar 51 muestras de agua del valle de Culiacan (México),
el 98% estuvieron contaminadas con E. coli con recuentos de 5 x 10* UFC/100 ml y 3.9
x 104 UFC/100 ml, de 46 cepas aisladas de E. coli, 9 fueron resistentes a tetraciclina con
19.5%, 38 a estreptomicina con 82.6% Yy solo una resisitente con 2.1% a la gentamicina y

las otras 23 con 50% presentaron resistencia intermerdia (Lépez et al. 2009).

Con respecto a la tolerancia bacteriana a los antibioticos, Escherichia coli y
Klebsiella sp, fueron sensibles a los antibioticos ceftriaxona (formando halos de 34 y 31
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mm), cefalexina (formando halos de 20.67 mm para ambas bacterias) y cefotaxima
(formando halos de 24 y 26.67 mm), a cloranfenicol E. coli fue sensible (formando halos
de 18.67 mm) y Klebsiella sp presento respuesta intermedia (formando halos de 16.67
mm) (Coila 2017), por otro lado, en bacterias ailadas de la bahia de Iquique (Chile), se
aislaron bacterias con multirresistencia a los antibioticos ampicilina (90.9%), amikacina
(72.7%), cefomax (90.9%), cefotaxima (81.8%) y nitrofurantoina (90.9%) (Moraga et al.
2003), también, de 29 aislamientos de una planta de alimentos en Argentina, las bacterias
de los generos Acinetobacter, Bacillus, Corynebacterium, Cedecea, Enterobacter,
Klebsiella, Moellerella, Pantoea, Providencia, Pseudomonas, Serratia, Shigella y
Staphylococcus, fueron resistentes a penicilina y vancomicina, en el 50 y 46.43%
respectivamente de las bacterias aisladas (Vanegas et al. 2009).

En muestras de aguas contaminadas de Puebla (México), se determind la
resistencia antibiotica de Escherichia coli en el 90% a carbenicilina, 30% a ampicilina,
15% a cefataxima, 23% a trimetropim, 15% a cloranfenicol, 0% a amikacina, gentamicina
y netilmicina; Klebsiella sp 87% a carbenicilina, 67% a ampicilina, 34% a cefataxima,
0% a trimetropim, 14% a cloranfenicol, 0% a amikacina, gentamicina y netilmicina
(Rivera & Cedillo 2005), por otro lado, en el agua residual hospitalaria en tres rios de
Costa Rica, se aislo 120 muestras con E. coli y presentaron resistencia a eritromicina en
un 100%, amikacina 5.5%, cloranfenicol 14% y cefotaxima 12% (Tzoc et al. 2004), se
debe agregar que, las muestras de excretas de pingiinos (Chile), presentaron
Enterococcus durans, E. faecium, Pseudomonas spp. y Brevundimonas vesicularis, todas
las bacterias Gram (+) mostraron resistencia a cefapirin, oxitetraciclina, florfenicol,
amoxicilina, gentamicina, penicilina y sulfatrimet, y las bacterias Gram (-) resistencia a

penicilina y sulfatrimet (Espejo et al. 2017).

Con respecto a la tolerancia a los metales pesados, en el litoral de Lima (Perq), se
aislo E. coli DH5a que mostré sensibilidad al mercurio, debido a que posee plasmidos de
resistencia, a concentraciones de 30 uM (8.25 ppm) y 300 uM (82.5 ppm) (Sulca &
Alvarado 2018), por otro lado, en excretas de pingiinos (Chile), Enterococcus durans, E.
faecium, Pseudomonas spp. y Brevundimonas vesicularis fueron resistentes al cadmio
(Espejo et al. 2017), asimismo, de 43 cepas estudiadas de la bahia de Iquique (Chile), el
100% fue resistente al plomo y arsénico (Moraga et al. 2003), asi también, en Escherichia

coli aisladas de la bahia interior de Puno, tuvo mejor crecimiento en presencia de Pb (1230
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y 3286 colonias) a diferencia de Klebsiella sp que presentd crecimiento en presencia de
Pb (1152 y 1996 colonias) y Hg (837 y 1450 colonias) (Coila 2017).

Hay que mencionar ademas que, de siete cepas aisladas de sedimentos de la
laguna San Juan (Chihuahua — México), las bacterias bacilos Gram (-) y cocos Gram (+),
presentaron resistencia a 1,200 mg/l de Pb (1) en medio liquido y removieron hasta el
56.3% de PDb, luego de 12 horas de contacto en concentraciones de 10 mg/l (Soto et al.
2016), asimismo, Bacillus cereus B1, aislado de aguas residuales de una curtiembre
(Valle del Cauca — Colombia), toleré 8,000 ppm de cromo (V1), removiendo el 100% de
contaminante al cabo de 96 horas, a una concentracion inicial de 50 ppm de Cr*® en el
medio de cultivo Luria Betani (Ramirez & Benitez 2013), otro estudio demostré que
Escherichia coli aislada en Santa Fe (Argentina), fue utilizada para la biorremediacion de
efluentes contaminados por cromo (VI), y logré reducir hasta 200 mg/l, adaptandose
mediante un mecanismo de detoxificacion y biorreduccion del metal pesado (Panigatti et
al. 2012).

Bacterias Gram negativas del género Klebsiella sp aisladas en Jaén (Espafia), son
capaces de retener en 24 horas 90.2 mg/g de Pb, 19.3 mg/g de Zny 48 mg/g de Ag, forman
biopeliculas sobre soportes sélidos, y poseen gran interés para aplicarlos como biofiltros
(Mufoz et al. 2012), por otra parte, en agua del rio Almendares (Cuba), los géneros
aislados Micrococcus, Staphylococcus, Bacillus, Pseudomonas, Acinetobacter y
Neisseria, presentaron el 100% de resistencia al plomo y cromo en concentraciones de
0.5, 1.0y 1.5 Mmy a cadmio solo resistio el género Micrococcus con un 100% (Martinez
et al. 2010), asimismo, microorganismos aislados del rio Bogotd (Colombia), fueron
capaces de tolerar sus efectos nocivos, y utiles para biorremediacion de metales pesados,
los géneros Micrococcus y Pseudomonas, biotransforman al cromo (0.005 mg/l), plomo
(0.049 mg/l) y mercurio (0.001 mg/l) (Soto et al. 2010), mientras que, en Cuba, se
determind que el 100% de los géneros bacterianos Escherichia, Enterobacter, Serratia,
Citrobacter, Enterobacter liquefaciens y Citrobacter amalonaticus son resistentes a Ni
en concentraciones de 60 y 220 mmol/l y Co en concentraciones de 10 a 200 mmol/I
(Gomez et al. 2002).
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2.2 MARCO TEORICO

2.2.1 Enterobacterias

Los miembros de la familia Enterobacteriaceae son microorganismos Gram
negativos, colonizan el tracto gastrointestinal de los seres humanos como parte de la
microbiota normal de este sistema orgénico, convirtiéndolo en un reservorio potencial
para estos patogenos (Lavagnoli et al. 2017). Las Enterobacterias estd formada por
bacilos y cocobacilos gramnegativos, anaerobios facultativos, no formadores de esporas,
fermentadores de glucosa, no presentan actividad de citocromooxidasa, reducen nitratos
a nitritos y poseen flagelos peritrica (Merino & Losch 2019). Las Enterobacterias estan
distribuidas en todo el mundo. Se pueden encontrar en suelo, agua, frutos, carne,
vegetales, arboles y animales (Madigan et al. 2003). La familia Enterobacteriaceae consta
de varios géneros: Escherichia, Shigella, Klebsiella, Enterobacter, Hafnia, Serratia,
Proteus, Morganella, Providencia, Salmonella, Yersinia, Edwardsiella, Citrobacter
(Aguado & Lumbreras 1998).

2.2.1.1 Escherichia coli (Hold & Hendricks 1994)

Dominio : Bacteria
Filo : Proteobacteria
Clase : Gammaproteobacteria
Orden : Enterobacteriales
Familia : Enterobacteriaceae
Género : Escherichia
Especie : E. coli (Escherich, 1885)

Escherichia coli es un bacilo Gram negativo, anaerobio facultativo con un
metabolismo tanto fermentativo como respiratorio, movil por flagelos peritricos, habita
el intestino grueso, del hombre y animales de sangre caliente, anaerobio facultativo (Rivas
et al. 2011). Las betalactamasas de espectro extendido (BLEE), son enzimas producidas
por enterobacterias (E. coli y Klebsiella pneumoniae), inactivan penicilinas,
cefalosporinas de primera, segunda generacion, oximino-cefalosporinas y al aztreonam
(Garcia 2013).
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2.2.1.2 Klebsiella sp (Hold & Hendricks, 1994)

Dominio : Bacteria
Filo : Proteobacteria
Clase : Gammaproteobacteria
Orden : Enterobacteriales
Familia : Enterobacteriaceae
Género : Klebsiella

Las bacterias del género Klebsiella son bacilos Gram negativos inmdviles,
pertenecen a la familia Enterobacteriaceae, dentro de este género estan K. pneumoniae,
K. oxytoca, K. planticola y K. terrigena, posee una capa externa de Klebsiella con
polisacaridos (Ainsworth et al. 2004). EI género Klebsiella se encuentra en el agua, en el
polvo, en la leche, en los alimentos, son saprofitos de las vias respiratorias y del tracto
digestivo del hombre y de los animales, son capsulados, inmoviles, fermentan glucosa
(Merino & Lésch 2019). Klebsiella sp frente cefalosporinas de tercera generacion de va
en aumento. Actualmente se ha divisado bacteremias por E. coli y Klebsiella sp
multiresistentes a ceftazidima, cefotaxime, cefopodoxima y aztreonam, que nos indica la

resistencia secundaria a BLEE (Hoyos et al. 2007).

2.2.1.3 Shigella sp (Hale & Keusch (1996):

Dominio : Bacteria
Filo : Proteobacteria
Clase : Gammaproteobacteria
Orden : Enterobacterales
Familia : Enterobacteriaceae
Género : Shigella (Shiga).

Shigella es una bacteria invasiva intestinal, su reservorio es el hombre, se
transmiten por agua y alimentos, son bacilos Gram negativos inmoviles, anaerobios
facultativos no esporulados, son citocromo-oxidasa negativa y fermentan glucosa sin
produccidn de gas, sensibles a la temperatura, toleran pH bajos (RENAPRA & ANMAT
2019).
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2.2.1.4 Salmonella sp (Ramirez 1974)

Dominio : Bacteria
Reino : Procariota
Clase : Esquizomicetos
Orden : Eubacteriales
Familia : Enterobacteriaceae
Género : Salmonella

Salmonella, Son bacilos cortos y facultativos moviles, tienen de 0.4 a 0.6 pu de
ancho y de 1 a 3 u de largo, ingresan via el tracto digestivo, no fermentan la glucosa,
producen gas como SH; (sulfuro de hidrogeno) (Pacheco 2010), son oxidasa negativa,
crecen en agar MacConkey. Especies como Salmonella, Shigella y Yersinia
enterocolitica, sélo habitan en el intestino cuando causan infeccion y se adquieren por la

ingestion de alimentos o agua contaminados (Forbes et al. 2009).

2.2.2 Metales pesados como contaminantes

2.2.2.1 Plomo

El plomo es un metal grisaceo, maleable y blando muy difundido en la corteza
terrestre (Ramirez 2005). Su forma mas abundante es el sulfuro de plomo (PbS),
formando la galena, forma compuestos en estado de valencia 2+ y 3+, organicos como
acetato, tetraetilo y tetrametilo e inorganicos, como nitrato, arsenato, carbonato, cloruro,
oxidos y silicato (Ferrer 2003). Entre las principales fuentes de contaminacion ambiental
destacan la explotacion minera, metalurgia y en algunos paises el uso persistente de
pinturas, gasolinas y aditivos. Este metal también se utiliza en muchos otros productos de

uso cotidiano (Azcona et al. 2015).

El agua potable es una fuente importante de ingesta de plomo, ya que se
desprenden de las uniones de las cafierias o de tanques de almacenamiento, es aceptable
el plomo (Pb) en agua potable es 15 ug de Pb/lI (Ramirez 2005). EI plomo posee una
densidad relativa o gravedad especifica de 11.4 a 16 °C, color plateado azulado, es
flexible e inelastico, se une a las enzimas de la sintesis del grupo hemo: la delta-

aminolevulinico deshidrasa (ALA-D) y la ferroguelatasa (Landgan 1990).
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2.2.2.2 Mercurio

El mercurio es muy usado para la extraccion de oro, produccién de vacunas,
antimicrobianos, amalgamas y electronicos, el cloruro de mercurio (HgCl.) es el mas
empleado en estudios experimentales debido a su solubilidad (Schelert et al. 2004). En el
ambiente, puede existir como mercurio iénico (Hg?"), mercurio elemental (Hg®), y el
metilmercurio (CH3sHg) que causa problemas de toxicidad (Schaefer et al. 2002). Los
procesos bioticos y abidticos suministran el ciclo del mercurio, desde suelos y aguas a la
atmosfera y de regreso a la superficie (Barkay et al. 2003).
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Figura 1. Ciclo biogeoquimico del mercurio en el ambiente (Barkay et al. 2003).

En el ciclo biogeoquimico, la transformacion del mercurio (Hg?*) es mediada por
bacterias sulfito reductores, donde las merB y merA son genes que codifican el 6érgano
mercurial liasa y el mercurio reductasa respectivamente, formando Hg° (Figura 1)
(Barkay et al. 2003).

2.2.3 Antibioticos

2.2.3.1 Cefalexina. Cefalexina es una cefalosporina de primera generacion de origen
semisintético (AEP 2015), inhibe la biosintesis del peptidoglucano de la pared bacteriana,
es activa frente a Gram positivos y Gram negativos como Escherichia coli, Haemophilus

influenzae, Salmonella sp, Shigella pneumoniae y Proteus mirabilis (Rodriguez 2013).
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2.2.3.2 Cloranfenicol. Antibi6tico bacteriostatico de amplio espectro, posee accion
contra Salmonella typhi, Haemophilus influenzae, Neisseria meningitidis,
Staphylococcus  aureus, Rickettsiasy  especies  de Neisseria,  Chlamydia,
Mycoplasma y Clostridium (Rodriguez 2013), es ideal entre los diferentes compuestos
naturales ya que posee un grupo nitrobenceno acoplado a un grupo propanol, como
también un grupo amino conectado a un derivado del acido dicloroacético (Powell &
Nahata 1982) (Figura 2), el cloranfenicol por su simplicidad fue el primer antibidtico cuya
sintesis quimica fue desarrollada para la produccion comercial a gran escala y que ha sido
transformado en multiples ocasiones para adquirir moléculas analogas con mejor

actividad antimicrobiana (Mateus & Coelho 2005).

H OH H cl

N
C"i\\ 2'/ \ /C\ A
C

NO, W

Figura 2. Estructura del cloranfenicol y algunos de sus derivados (Morales et al.
2007)
2.2.4 Resistencia bacteriana a metales pesados
La resistencia a los metales pesados esta ampliamente distribuida y contribuyen
en la defensa elemental de la célula frente a metales dafiinos, algunos mas especializados
que otros (Marrero et al. 2010), los metales pesados constituyen un grupo de 65 elementos
con una densidad mayor de 5 g/cm (Marrero et al. 2012), o un namero atémico superior
a 20 (excluyendo los metales alcalinos y alcalinos térreos), en minima concentracion
pueden dafiar a los seres vivos, no son biodegradables, tienden acumularse en la cadena
alimentaria (Celis et al. 2005) y su presencia en la corteza terrestre es inferior a 0.1%,
casi siempre menos de 0.01% (Babel & Dacera 2006), los metales se concentran por
transformacion natural de las rocas en la formacion de los suelos, muchos no son
toxicidad y se encuentran bajo formas que son muy poco asimilables por los organismos
(Marrero et al. 2010).

Afectan la fertilidad de los suelos, en las aguas superficiales, comprometen su uso

para consumo humano, no pueden ser degradados ni bioldgica ni quimicamente, son
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generados por las actividades industriales (Cu, Zn, Pb, Cd, Cr, Ni, Hg, Co, Ag, Au)
(Figura 3) (Mondéjar 2016), los procesos descritos que son empleados por los
microorganismos para su adsorber e inmovilizar los metales pesados son muy diversos
(Vilchez 2005).

El estudio de los metales es de gran importancia en términos de contaminacion
ambiental debido a sus efectos toxicos sobre los organismos vivos (Wood & Wang 1983),
los metales pesados inhiben a los microorganismos blogueando los grupos funcionales
esenciales, desplazando los iones metélicos esenciales, mediante la modificacion de las

conformaciones activas de moléculas biolégicas (Doelman et al. 1994).
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P02~ + MZ" - M,PO,

-
Biotransformacion

Figura 3. Mecanismos de interaccion entre los metales pesados y microorganismos
(Vullo 2003).

2.2.5 Resistencia bacteriana a antibioticos

Durante los dltimos afios, el problema de la contaminacion de los rios se ha
agravado debido al incremento incesante de las poblaciones y por la demanda de servicios
publicos (Rivera & Cedillo 2005), actualmente se dispone de una amplia variedad de
antibioticos, como las penicilinas, cefalosporinas, tetraciclinas y analogos, inhibidores de
la sintesis del lipido A y los inhibidores de la tRNA sintetasa, como la mupirocina (Bush
1997).

Los genes de resistencia a antibioticos pueden ser compartidos entre los animales
y las bacterias humanas a través de la transferencia horizontal de genes (HTG) (Forsberg
et al. 2012), tales como plasmidos, transposones e integrones (Andersson & Levin 1999),

la resistencia a antibidticos en bacterias plantea problemas adicionales porque estos genes
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pueden transferirse a microorganismos no patégenos y patdgenos, e incluso entre
organismos alejados, mediante la transferencia horizontal de genes (Roberts 2005), para
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) la resistencia supone una especial
preocupacion, no sélo por el hecho de las resistencias a las propias enfermedades
infecciosas, sino también por otras patologias en las que se administran antibioticos para

tratar infecciones asociadas (WHO 2000).

2.2.5.1 Mecanismos de resistencia bacteriana a los metales pesados
La célula bacteriana puede desplegar sistemas de resistencia a los metales pesados
mediante varios mecanismos (Sueiro 2012), entre ellos tenemos:

v Exclusién de metales por barrera de permeabilidad. La alteracion en la composicion
de la pared celular, la membrana, o en la envoltura de una bacteria poseen
mecanismos de exclusién de metales porque es una barrera de permeabilidad,
impiden el ingreso de los metales a la célula protegiendo sus componentes celulares
sensibles a los metales (Agrawal et al. 2011).

v Eflujo de metales por transporte activo. El transporte activo es el mecanismo mas
importante, para exportar los metales toxicos desde su citoplasma al espacio
extracelular, estan codificados a sus cromosomas y plasmidos, estan asociados a las
ATPasa y son altamente especificos (Agrawal et al. 2011).

v" Secuestro intracelular. El secuestro intracelular, es la acumulacion de metales en el
citoplasma con el objetivo de prevenir la exposicion de componentes celulares
esenciales al mismo; mediante este mecanismo los metales secuestrados por
proteinas son: Cd (II), Cu (1), y Zn (I1) (Agrawal et al. 2011)

v' Secuestro extracelular. En Stenotrophomonas sp. JD1 se observé que el
exopolisacarido producido por el aislamiento tiene la capacidad de secuestrar Cr (V1)
y lograr de esta manera proteger a la bacteria (Morel 2009).

v Detoxificacion enzimatica de metales a una forma menos téxica. La reduccion
enzimatica de Cr (VI) a su forma menos toxica Cr (II1) se ha sugerido como un
mecanismo de resistencia en varios microorganismos (Cervantes 2001), estan
codificadas a nivel cromosomico, siendo flavoproteinas NAD(P)H dependientes,
funcionando también en condiciones de aerobiosis 0 de anaerobiosis asociadas tanto
con la fraccion soluble como con la fraccién de membrana (Cervantes 2006).

v" Reduccion de la sensibilidad de blancos celulares a metales. La proteccion de los

blancos celulares puede provenir de mutaciones de los componentes celulares, sin
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alterar su funcidn basica, el microorganismo se autoproteje al producir componentes

metaloresistentes, o vias celulares alternativas (Agrawal et al. 2011).

2.2.5.2 Mecanismos de accion de los antibidticos
Segun el modo de accion de los antibidticos, éstos se pueden clasificar en cinco

grupos (Bertomeu 2017), los que se describen a continuacion:

v’ Sustancias que inhiben la sintesis de la pared celular. ActGan en distintas fases de la
sintesis del peptidoglicano, interfieren a la fosfomicina y la D-cicloserina, a nivel
extracelular actaan los B-lactdmicos que interaccionan con enzimas responsables del
ensamblaje del peptidoglicano (Florez 2007).

v Agentes que afectan a la permeabilidad de la membrana celular. Este aumento en la
permeabilidad tipo detergente, como la Polixina E, causa una liberacion de
compuestos intracelulares (Brunton et al. 2006)

v Agentes que inhiben la sintesis proteica. Interfieren en las subunidades ribosémicas,
pueden ser bacteriostaticos o bactericidas (Brunton et al. 2006)

v' Agentes que interfieren en el metabolismo de acidos nucleicos. Este grupo de
antibioticos impiden la funcion de algunos de los componentes responsables de la
sintesis de &cidos nucleicos, la funcion de las topoisomerasas en el ADN, inhiben la
ARN polimerasa (Florez 2007).

v/ Sustancias conocidas como antimetabolitos. Dentro de este grupo encontramos a las
sulfonamidas y trimetoprim, inhiben la sintesis de &cido félico al unirse a la enzima
dihidropteroato sintasa, supresion de la sintesis de proteinas, inhibicion del

crecimiento celular y alteracion del metabolismo (Wang et al. 2011).
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CAPITULO 111l
MATERIALES Y METODOS

3.1 ZONA DE ESTUDIO

La zona de estudio abarcd dos provincias de la region Puno, en razén de que rio
Coata inicia en las proximidades de la ciudad de Juliaca (Provincia de San Romén) y
desemboca en el lago Titicaca (Provincia de Puno). Tal como se observa en la Figura 4,
las muestras de agua se colectaron en tres puntos de muestreo (PM), el sector Juliaca, la
comunidad Suches y el distrito de Coata. El segundo y tercer PM, son zonas agropecuarias
ya que la poblacion se dedica a la produccion de cultivos y crianza de animales vacunos,
ovinos, porcinos, entre otros. Las muestras de agua fueron colectadas a media mafana
entre las 10.00 y 12.00 horas, a dichas horas el agua se presentaba sin turbulencia, azulina
con oleaje muy leve y baja turbidez tal como se observa en la Foto 1 (Figura 15 — Anexos).

Distrito de A - “ " - } ; : v W
Coata LS ; .
. 7

Figura 4. Puntos de muestreo de agua para el analisis de bacterias en el rio Coata.

Fuente: Googlemap (2020).

3.2 TIPO DE INVESTIGACION

El trabajo de investigacion fue de tipo experimental de corte transversal. Fue
experimental, en razén de que se trabajo con tratamientos y hubo tratamiento control, y
de corte transversal debido a que se realizé en los meses de setiembre — octubre del afio
2019 (Hernandez et al. 2014).
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3.3 METODOLOGIA

3.3.1 Evaluacién de los recuentos de coliformes termotolerantes en muestras de
agua del rio Coata

a. Frecuenciay muestreo

El muestreo realizado, fue no probabilistico por conveniencia (Casal & Mateu
2003) y estuvo conformado por tres puntos de muestreo (PM), todos ubicados en el rio
Coata, sector Juliaca, comunidad Suches y distrito de Coata, en cada PM se tomaron tres
muestras de agua superficial entre 20 y 30 cm de profundidad, cada muestra se colect6 a
la quincena de cada mes, constituyéndose asi en tres tratamientos y tres repeticiones.

b. Descripcion detallada de los equipos y materiales

Recuento de coliformes termotolerantes en muestras de agua del rio Coata
Método: Namero Mas Probable.

Fundamento. Se fundamenta en la capacidad que posee un grupo bacteriano de fermentar
la lactosa con la consecuente produccion de acido y gas luego de incubarlos a 37 °C £ 1
°C por 48 horas, en un medio de cultivo conteniendo sales biliares, la determinacion
consta de dos fases, la fase presuntiva y la fase confirmativa.

Procedimientos. La toma de muestras en los PM, se realizd en frascos de vidrio
transparentes, limpios, secos y esterilizados en autoclave a 121 °C, 15 minutos y 15 libras
de presion, a continuacion, se realizo el rotulado con un lapicero indeleble color azul, la
muestra de agua se colecto direccionando la jarra en contra de la corriente de agua del
rio, luego fueron vertidas a los frascos de vidrio esterilizados, luego se ejecutd la colecta
con ayuda de un brazo extensor, antes de colectar el agua se enjuagé el frasco con
muestras del agua del rio hasta por tres veces, llenando las ¥ partes del frasco para lograr
su posterior disolucién en el laboratorio. Luego se dispuso en una caja de tecnopor
acondicionado con bolsas de hielo y lograr la temperatura de 4 °C, para luego
transportarlo al laboratorio de Botanica de la FCCBB — UNA Puno (ANA & MINAGRI

2016). La toma de muestras se realizo portando un guardapolvo, guantes y barbijo.

Una vez en el laboratorio, las muestras fueron procesadas con los siguientes
procedimientos:
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Prueba presuntiva. Se inocul6 volimenes de 10 ml, 1 ml y 0.1 ml de muestra del rio
Coata a una serie de 9 tubos de caldo lactosado, donde los primeros 3 tubos tuvieron la
doble concentracion del caldo y los 6 restantes simple concentracion, previamente
rotulados fueron incubados a 37 °C por 48 horas (Pascual & Calderén 2000).

Prueba confirmativa. Se transfiridé un inoculo de cada tubo positivo desde los tubos de
la prueba presuntiva a tubos que contenian caldo verde brillante bilis, luego fueron
incubados a 37 °C por 48 horas, donde la formacion de gas, el enturbiamiento y la
fermentacion dentro de 48 horas constituyeron pruebas confirmativas a la presencia de
coliformes termotolerantes (Pascual & Calder6on 2000).

Confirmacion de coliformes termotolerantes. Desde los tubos positivos de la prueba
confirmativa se inocularon a las placas Petri que contenian medio de cultivo agar EMB y
agar ENDO, inoculando mediante estrias simples por agotamiento en el agar, luego

fueron incubados por 48 horas a 37 °C en una estufa de incubacion microbiana.

Célculos. De acuerdo a los tubos positivos en las pruebas confirmativas para coliformes
totales y termotolerantes, se establecio los codigos correspondientes para calcular por
referencia en la tabla estadistica correspondiente (Figura 10 — Anexos), el NMP de

coliformes totales y fecales en 100 ml de agua (Pascual & Calderén 2000).

Para la identificacion de Escherichia sp, Klebsiella sp, Salmonella sp y Shigella
sp, de los tubos positivos a coliformes se cultivaron en agar ENDO marca Himedia y
segun las caracteristicas que indica el fabricante, se identificaron las bacterias:
Escherichia coli con buen crecimiento con colonias rosadas o rojas rosas con brillo
metalico, Klebsiella pneumoniae con colonias rosas mucoides, Salmonella typhi con buen
crecimiento de colonia y Shigella flexneri con buen crecimiento y colonias incoloras.
Asimismo, se realizaron tincion Gram y pruebas bioquimicas de TSI, LIA, CS e indol

para la identificacion de Escherichia, Klebsiella, Shigella y Salmonella (Mendo 2003).

c. Variables que se analizaron
Variable independiente: Repeticiones de muestreo de agua del rio Coata.

Variable dependiente: Recuentos de coliformes termotolerantes (NMP/100 ml).

27

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

d. Pruebas estadisticas para contrastar las hipotesis

Los tratamientos estuvieron conformados por tres puntos de muestreo en el rio
Coata, sector Juliaca, comunidad Suches y distrito Coata, los recuentos de coliformes
termotolerantes fueron evaluados mediante prueba de Kruskal Wallis y prueba de rangos
(P<0.05) (Balzarini et al. 2008). EI modelo matematico serd el siguiente:

Yii=u+t +eg;

Donde:i=1,2,...,t;j=1,2, ..., r; u = parametro, efecto medio; ti = parametro, efecto
de tratamiento i; €ij = valor aleatorio, error experimental de la unidad experimental ij; Yij

= observacion de la unidad experimental.

3.3.2 Determinacion de la tolerancia bacteriana in vitro a mercurio, plomo,
cefalexina y cloranfenicol en Enterobacterias aisladas e identificas del rio
Coata

a. Frecuencia 'y muestreo

Las bacterias aisladas e identificadas previamente fueron sembradas en cultivos
puros de agar Nutritivo, todo ello con dos repeticiones y cada 15 dias, cada especie de
Enterobacterias fue transferido a tubos conteniendo 9 ml de solucion salina fisiologica
estéril, se sembrd 0.1 ml de la dilucion en agar nutritivo marca Himedia, previamente
esterilizados en una autoclave, por el método de superficie con asa de Drigralsky, e incubd

a 37 °C por 48 horas en una incubadora microbiologica.

b. Descripcion detallada de los equipos y materiales.

Para el proceso de evaluacion de la resistencia a los metales pesados, se realizaron
los procedimientos recomendados por Moraga et al. (2003):
Meétodo: Método de recuento en placa.
Fundamento: Es un método muy utilizado cuando se necesita determinar el tamafio de
la poblacién bacteriana de una muestra. EIl recuento de microorganismos, en este caso,
se basa en que cada uno desarrollara una colonia visible. Pero debido a que una muestra
no es totalmente homogénea con respecto a su composicién microbiologica, lo que si se
sabe es que cada colonia observada se formo a partir de por lo menos un microorganismo.
Entonces una colonia es considera una unidad formadora de colonia (UFC) a los efectos

de los célculos (Fernandez et al. 2003).
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Procedimientos:

- Se prepararon placas de agar plate count (APC), con contenidos de mercurio y plomo
en concentraciones de 1, 10, 30 y 50 mg/l de cada uno de los metales.

- Seguidamente se transfirieron un ml de una dilucion de 1.5 x 104 celulas/ml (estandar
McFarland 0.5) de cada una de las Enterobacterias, hacia las placas con APC
conteniendo concentraciones crecientes de metales pesados.

- Luego de 48 horas de incubacion a 37 °C, se realizd el recuento de colonias en el
equipo cuenta colonias, para luego evaluar cual de las bacterias presenté mayor
resistencia a los metales pesados en sus diferentes concentraciones.

Evaluacion de la resistencia a los antibidticos

Método: Difusidn en agar con discos de sensibilidad o antibiograma disco - placa.

Fundamento: Este método esta basado en el trabajo de Kirby Bauer, esta recomendado

para la determinacion de la sensibilidad bacteriana a los antimicrobianos. El antibiograma

disco — placa consiste en depositar, en la superficie de agar de una placa de Petri
previamente inoculada con el microorganismo, discos de papel secante impregnados con
los diferentes antibi6ticos. Tan pronto el disco impregnado de antibi6tico se pone en
contacto con la superficie hiumeda del agar, el filtro absorbe agua y el antibidtico difunde
al agar. El antibidtico difunde radialmente a través del espesor del agar a partir del disco
formandose un gradiente de concentracion. Transcurridas las 18 — 24 horas de incubacion

los discos aparecen rodeados por una zona de inhibicion (INS 2002).

Procedimientos:

- Las Enterobacterias identificadas y en una concentracion bacteriana en suero
fisioldgico esterilizado en una autoclave, equivalente al estdndar de McFarland 0.5
(1.5 x 108 células/ml) fueron cultivadas por extension sobre el medio de cultivo
Muller Hilton.

- A continuacion, se colocaron en forma aséptica los discos de sensibilidad de
cefalexina (30 ug), cloranfenicol (30 pg) con ayuda de una pinza estéril, dichos
cultivos se incubaron durante 48 horas a una temperatura de 37 °C.

- Laactividad antibacteriana fue determinada con la media del didmetro de inhibicion
producido alrededor de cada disco de antibidticos. Todos los ensayos fueron

realizados por triplicado.
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c. Variables que se analizaron
Variables independientes: Antibidticos cefalexina y cloranfenicol y la
concentracion de mercurio y plomo (1, 10, 30 y 50 ml/l).
Variable dependiente: Recuentos de colonias de Enterobacterias identificadas
(UFC/ml).

d. Pruebas estadisticas para contrastar las hipotesis

Los tratamientos estuvieron conformados por cuatro géneros bacterianos aislados
(Escherichia coli, Klebsiella sp y Shigella sp y Salmonella sp) con tres repeticiones. Los
datos obtenidos del nimero de colonias bacterias crecidas en el medio de cultivo en placa
y los didmetros de halos de inhibicion fueron contrastados con lo recomendado en el INS
(2002), mediante el analisis de Kruskal Wallis y prueba de rangos (P<0.05) (Balzarini et
al. 2008), y asi determinar la tolerancia bacteriana a los antibiéticos.
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 RECUENTOS DE COLIFORMES TERMOTOLERANTES EN MUESTRAS
DE AGUA DEL RIO COATA

Los recuentos de coliformes termotolerantes en los tres puntos de muestreo,
presentaron un promedio de 2400 NMP/100m, observandose una alta carga bacteriana y
por ende la presencia de contaminacion, ésta cifra fue obtenida en las tres repeticiones
realizadas en el punto de muestreo (PM) Sector Juliaca, el PM de la comunidad Suches
tuvo un promedio de 1246.67 NMP/100ml, entre sus repeticiones se determind recuentos
de 240 y 2400 NMP/100ml y en el PM distrito Coata, se obtuvo un recuento promedio de
386.67 NMP/100ml, y sus repeticiones oscilaron entre 240 y 460 NMP/100ml. Los
coeficientes de variabilidad (CV) que presentaron fue nulo en el PM sector Juliaca,
continu6 el PM distrito Coata con 32.85% de CV, y el mayor se determin6 en PM
comunidad Suches con 87.23% de CV (Tabla 1). Este elevado CV manifestaria el efecto
de la influencia de la hora de muestreo, la ubicacion del muestreo, ya que es cambiante al

haber observado in situ el punto de muestreo.

Tabla 1. Recuento de coliformes termotolerantes en muestras de agua del rio Coata,
laboratorio de Botanica, FCCBB — UNA Puno, setiembre a noviembre 20109.
Recuento de bacterias (NMP/100 ml)
muestreo Repe;[ici()n Repeltlicién RepeI::iIcién Promedio C. V. (%)

Sector Juliaca 2400.00 2400.00 2400.00 2400.00 0.00

Puntos de

Comunidad
240.00 2400.00 1100.00 1246.67 87.23
Suches
Distrito Coata 240.00 460.00 460.00 386.67 32.85

Los recuentos de coliformes termotolerantes determinados en el rio Coata, fueron
contrastados con los valores recomendados por la norma ambiental de los Estandares de
Calidad Ambiental (ECA) para aguas, Decreto Supremo N° 004-2017-MINAM,

categoria 4 conservacion del medio acuéatico, codigo E2 de rios costa y sierra, que
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consigna la cifra de 2,000 NMP/100ml, y como se observa en la Figura 5, las tres muestras
colectadas en el PM Sector Juliaca superan dichos valores, en el segundo PM comunidad
Suches, solo se supera en la segunda repeticion, y en el PM distrito Coata ninguno supera
los valores permitidos. Para ser utilizado como fuente de agua para consumo humano, las
muestras de agua con valores superiores a los 2,000 NMP/100ml deberian ser
potabilizadas mediante tratamientos convencionales y se deberia impedir el riego de
vegetales y para la bebida de los animales, en razon que para el riego de vegetales y bebida
de animales se necesita un valor de 1,000 NMP/100ml.
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Figura 5. Recuento de coliformes termotolerantes y los valores ECAs de agua,
laboratorio de Botanica, FCCBB — UNA Puno, setiembre a noviembre 2019.

Los recuentos de bacterias coliformes termotolerantes en el rio Coata, luego de
realizar la prueba de Kruskal Wallis (Figura 11 - anexos) no presentaron diferencia
estadistica significativa (H=4.42; gl=2; P=0.1143), donde el mayor promedio se
determind en el PM sector Juliaca, seguido del PM comunidad Suches y finalmente el
PM distrito Coata.

Los resultados obtenidos en la investigacion en el PM sector Juliaca, fueron
superiores a los reportados por CMPRALTA (2014), quienes indican que los recuentos
de coliformes termotolerantes en la sub cuenca Coata e Illpa no superan los 1,000
NMP/100ml (ECA de agua, categoria 3, Riego de vegetales y bebida de animales) y los

recuentos en el rio Lampa de 450 NMP/100ml, pero fueron inferiores a los registrados a
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los del rio Paratia con valores de 2,300.00 NMP/100ml y el rio Torococha con cifras de
7,900,000 NMP/100ml y 3,300 NMP/100ml. En un estudio mas reciente, Aguilar (2017),
reporta en el rio Torococha valores de coliformes termotolerantes entre 2,000 NMP/100
ml y en la zona Il (parte final del Torococha) 3,350 NMP/100 ml, superando los valores
ECA para rios de la sierra (coliformes termotolerantes 2,000 NMP/100 ml), estos
resultados fueron similares en punto de muestreo inicial, mientras tanto que, al discurrir
por toda la ciudad de Juliaca supera a los valores obtenidos en este estudio. Por otro lado,
Quispe (2016), en muestras de agua de la Bahia Interior de Puno, determind en los meses
de julio a noviembre del 2014, valores de coliformes termotolerantes con 2,500
NMP/100ml y 1,700 NMP/100ml, siendo estos similares a los obtenidos en la

investigacion.

En otras regiones del pais, los valores de la investigacion fueron inferiores a los
citados por Alvino (2019), quien en el agua de la microcuenca de rio Ragra del distrito
Simoén Bolivar (Pasco — Peru), determinaron valores de coliformes termotolerantes con
valores promedios de 17,000,000.00 NMP/100ml, superando los estandares de calidad
ambiental de la categoria 3; asimismo; por otro lado, Molina & Jiménez (2017) en el
estuario del rio Rancheria (Colombia) luego de evaluar 4 trimestres determinaron
coliformes termotolerantes entre 794 NMP/100ml y 75,000 NMP/100ml, estos ultimos

superaron a los recuentos de la investigacion.

Los elevados recuentos de coliformes termotolerantes en las muestras de agua del
rio Coata, se deben a que son vertidas con aguas residuales de la ciudad de Juliaca, esto
es notorio en razon de que CMPRALTA (2014), reporta que el agua del rio Lampa, posee
bajos contenidos de coliformes termotolerantes y que ante el vertimiento de las aguas
residuales del rio Torococha y las aguas residuales de la ciudad de Juliaca, elevan los
recuentos de coliformes especialmente en el PM sector Juliaca, donde se determino el
mayor recuento bacteriano. Se debe de tener en cuenta que, en la region de Puno, ninguna
ciudad posee planta de tratamiento de aguas residuales, por tanto, las aguas residuales de
la ciudad de Juliaca actualmente vienen contaminando este importante tributario del lago

Titicaca.

La presencia de coliformes termotolerantes en el rio Coata es un indicador de
contaminacion por aguas residuales, debido a que se ubican en el intestino humano y de
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animales de sangre caliente ademas de estar muy distribuidas en suelos y vegetales
(Gomez 2005). En los PM comunidad Suches y distrito Coata, los recuentos de coliformes
termotolerantes sufren una disminucién notaria, a comparacion del PM sector Juliaca,
ello se deberia probablemente a que sobreviven solo por lapsos cortos de tiempo en el
agua, por tanto una prueba positiva puede considerarse evidencia de contaminacién
reciente, luego del cual las bacterias coliformes no solo sobreviven cortos periodos sino
que conservan su poblacién mediante una multiplicacion lenta a partir de substancias
organicas (Sarifias et al. 2006), razon por la cual es considerada parte de la microflora
ambiental en ambientes acuaticos de climas tropicales, e indica contaminacion fecal de

valor limitado (Hazen & Tocanzos 1990).

El rio Coata, viene presentando recuentos de coliformes debido al vertimiento
directo de aguas residuales domésticas al agua, el cual se puede constituir en un foco de
transmision de enfermedades infecto contagiosas (Cerdefia et al. 2014), pero las aguas
residuales también pueden tener diversos origenes de actividades antrdpicas y por tanto
diferentes efectos, entre ellos los efluentes de la actividad agricola aportarian nitrégeno,
fosforo y plaguicidas; mientras tanto la actividad ganadera, piscicultura, matanza de
ganado con preparacion y conservacion de carne y el uso doméstico originan descargas
de residuos sélidos y afluentes liquidos, y entre sus potenciales impactos se citan la
eutroficacion, el incremento de la turbidez y la alteracion del estado quimico del cuerpo
acuatico donde son vertidas, incrementandose si son sin tratamiento previo (Custodio &

Panoja 2012), los cuales vendrian suscitandose en el agua del rio Coata.

La determinacion de la presencia de coliformes en las muestras de agua del rio
Coata, constituye un factor de contaminacion de las aguas superficiales, tal como lo
afirma Chan & Pefia (2015), es por eso que Campos et al. (2015) recomiendan realizar el
monitoreo de coliformes termotolerantes en muestras de agua destinadas para el riego en
areas de cultivos, ya que comprometerian la salud publica de los agricultores y los
consumidores de los cultivos, por tanto se sugiere la necesidad de realizar controles en
funcidn de las localidades proximas a los sitios de muestreo y que para uso en el consumo
humano, riego de vegetales y bebida de animales, ya que deberan ser tratadas,
dependiendo de la época del afio y la fluctuacion del contenido de coliformes y asi
disminuir el riesgo de contaminacién, por lo que el agua del rio Coata no es recomendable

para el uso con fines de consumo, agricolas, industriales o turisticos (Molina & Jiménez
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2017).

De todo lo analizado con respecto al recuento de los coliformes termotolerantes, se acepta
la hipétesis planteada, ya que los recuentos de coliformes termotolerantes de las muestras de agua
del rio Coata, superaron las normas vigentes ECAs para agua.

35

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesis
.|



UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

4.2 TOLERANCIA BACTERIANA IN VITRO AL PLOMO, MERCURIO,
CEFALEXINA Y CLORANFENICOL EN ENTEROBACTERIAS SEGUN
ZONAS DE MUESTREO DEL CUAL PROCEDEN LAS MUESTRAS DE
AGUA DEL RIO COATA

4.2.1 Tolerancia in vitro a plomo y mercurio

La tolerancia in vitro frente a los metales plomo y mercurio se determind mediante
el mayor recuento de colonias en placa. Frente a las cuatro concentraciones crecientes de
plomo (1, 10, 30 y 50 mg/ml), la que presentd el mayor crecimiento de colonias fue
Escherichia coli, el cual tuvo los siguientes promedios de 283.67, 238, 209 y 220.33
colonias en placas con agar APC de 1, 10, 30 y 50 mg/ml, respectivamente; mientras que
los menores recuentos se determind en Salmonella sp, con 87, 75.33, 59.33 y 62.33
colonias respectivamente, éstos valores fueron proximos a los promedios de colonias a

10, 30 y 50 mg/ml determinados en bacterias Klebsiella sp (Tabla 3).

Por otro lado, las bacterias Klebsiella sp, fueron las que presentaron el mayor
promedio de nimero de colonias con 320.33, y menor con Escherichia sp con 190
colonias a 1 mg/ml de mercurio; a una concentracion de 10 mg/ml, Shigella sp presento
el mayor numero con 278.67 colonias y el menor con Escherichia sp, con 28.33 colonias;
mientras que a concentraciones de 30 y 50 mg/ml, los mayores recuentos de colonias se
determind en Shigella con 259 y 253.67 colonias y las restantes Enterobacterias

(Klebsiella sp, Escherichia sp y Salmonella sp) no presentaron colonias (Tabla 2).

Las Enterobacterias evaluadas en la investigacion, disminuyen sus recuentos
mientras incrementan la concentracion de los metales pesados (Figura 6), Escherichia sp
y Shigella sp fueron las mas tolerantes al plomo a mayores concentraciones, mientras que
Klebsiella sp fue mayor (204 colonias) solo a la concentracion de 1 mg/ml de plomo, en
las restantes concentraciones disminuye de 79 a 60 colonias de 10 a 50 mg/ml. Frente al
mercurio, se observa que a la concentracion de 1 mg/ml se obtuvieron los méas altos
recuentos de colonias en las cuatro Enterobacterias, asimismo se observa que la bacteria
Shigella sp es la Unica que toleré concentraciones de 10, 30 y 50 mg/ml de mercurio,
mientras que Klebsiella sp, Escherichia sp y Salmonella sp fueron inhibidas

completamente sin presentar recuentos de colonias.
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Tabla 2. Recuento de colonias de Enterobacterias en agar APC y concentraciones
crecientes de plomo y mercurio, laboratorio de Botanica, FCCBB — UNA Puno,
setiembre a noviembre 2019.

Concentracion Repeticiones Klebsiella Escherichia Shigella Salmonella

Plomo
1 208.00 280.00 224.00 98.00
1 mg/mi 2 191.00 295.00 215.00 74.00
3 213.00 276.00 232.00 89.00
Promedio -- 204.00 283.67 223.67 87.00
1 80.00 240.00 217.00 72.00
10 mg/ml 2 82.00 225.00 225.00 85.00
3 75.00 249.00 201.00 69.00
Promedio -- 79.00 238.00 214.33 75.33
1 62.00 220.00 203.00 61.00
30 mg/ml 2 55.00 233.00 205.00 71.00
3 75.00 208.00 197.00 55.00
Promedio -- 59.67 209.00 105.00 59.33
1 58.00 207.00 108.00 59.00
50 mg/ml 2 58.00 219.00 115.00 66.00
3 63.00 201.00 92.00 53.00
Promedio -- 64.00 220.33 201.67 62.33
Mercurio
1 321.00 188.00 295.00 311.00
1 mg/ml 2 335.00 204.00 281.00 309.00
3 305.00 178.00 306.00 315.00
Promedio -- 320.33 190.00 294.00 311.67
1 37.00 27.00 280.00 41.00
10 mg/ml 2 46.00 25.00 265.00 45.00
3 31.00 33.00 291.00 35.00
Promedio -- 38.00 28.33 278.67 40.33
1 0.00 0.00 256.00 0.00
30 mg/ml 2 0.00 0.00 273.00 0.00
3 0.00 0.00 248.00 0.00
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Promedio -- 0.00 0.00 259.00 0.00
1 0.00 0.00 253.00 0.00
50 mg/ml 2 0.00 0.00 260.00 0.00
3 0.00 0.00 248.00 0.00
Promedio - 0.00 0.00 253.67 0.00
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Figura 6. Promedios redondeados de recuento de colonias bacterianas segun
concentraciones crecientes de metales pesados, laboratorio de Botanica, FCCBB — UNA
Puno, setiembre a noviembre 2019.

Los recuentos de colonias bacterianas de Enterobacterias, expuestas a dos metales
pesados (plomo y mercurio), luego de realizar la prueba de Kruskal Wallis (Figura 12 -
anexos) no presentaron diferencia estadistica significativa (H=3.04; gl=1; P=0.0802),
donde el mayor promedio se colonias contabilizadas se determind en medios de cultivos
conteniendo plomo. Por otro lado, también al realizar la prueba de Kruskal Wallis, se
obtuvo que existio diferencia estadistica significativa en el crecimiento de colonias entre
las cuatro Enterobacterias (H=23.55; gl=3; P<0.001), (Figura 13 - anexos), siendo

superior el nimero de colonias en cultivos de Shigella, frente a Escherichia, Klebsiella 'y
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Salmonella, entre éstas tres ultimas no hubo diferencia estadistica significativa (Figura
7).
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BACTERIAS SOMETIDAS A METALES

Figura 7. Recuento de colonias de Enterobacterias sometidas a dos metales pesados,

laboratorio de Botanica, FCCBB — UNA Puno, setiembre a noviembre 2019.

Por otro parte, también al realizar la prueba de Kruskal Wallis, se obtuvo que
existio diferencia estadistica significativa en el crecimiento de colonias frente a las cuatro
concentraciones de metales (H=28.55; gl=3; P<0.001), (Figura 14 - anexos), siendo
superior el numero de colonias en medios de cultivos con 1 mg/ml, seguidos de las
concentraciones 10, 30 y 50 mg/l, entre éstas tres tltimas no hubo diferencia estadistica

significativa.

La investigacion concuerda con Coila (2017), quien determin6 que Escherichia
coli, presentaron resistencia a plomo, logrando hasta 1230 y 3286 colonias asi como
también al mercurio logrando 837 y 1450 colonias, éstos ultimos resultados se
contraponen a lo encontrado ya que Escherichia sp fue sensible al mercurio y solo
originaron 190 colonias a la menor concentracion de mercurio (1 mg/ml), en cuanto a la
bacteria Klebsiella sp, aqui se determino que fue sensible ambos metales, a diferencia del

autor contrastado.
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Figura 8. Recuento de colonias bacterianas segin concentraciones de metales pesados,
laboratorio de Botanica, FCCBB — UNA Puno, setiembre a noviembre 2019.

Por otro lado, algunas especies de Enterobacterias fueron resistentes a plomo y
mercurio, lo cual concuerda con lo encontrado por Espejo et al. (2017), quienes al evaluar
la resistencia a cadmio, las Enterobacterias Enterococcus durans, E. faecium,
Pseudomonas spp. y Brevundimonas vesicularis fueron resistentes al cadmio. Asimismo,
en la investigacion se determind que Escherichia coli y Shigella sp, ambas Gram
negativas, originaron la mayor tolerancia a plomo y mercurio, lo cual concuerda con lo
mencionado por Soto et al. (2016), quienes encontraron que de un nimero de bacterias
aisladas, el 57.2% fueron bacilos Gram negativas y presentaron resistencia a 1200 mg/I
de plomo (1) en medio liquido, inclusive removiendo del 31.6 al 56.3% de plomo luego
de 12 horas de contacto una concentracion de 10 mg/l. Por otro lado, las Gram negativas
pueden tolerar otros metales e incrementan asi su valor biotecnolégico, tal como lo
reportan Gomez et al. (2002), quienes encontraron que Escherichia, Enterobacter,
Serratia, Citrobacter, Enterobacter liquefaciens y Citrobacter amalonaticus, toleran el
100% concentraciones de niequel en 60 y 220 mmol/l y cobalto en 10 a 200 mmol/l, y

seria recomendado como una tendencia de la Biotecnologia Minera.

La capacidad que poseen las bacterias para tolerar metales pesados, no es
especifica de las Gram negativas, también las bacterias Gram positivas poseen la

capacidad de tolerar ciertos metales, tal como lo mencionan Ramirez & Benitez (2013)
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quienes indican que Bacillus cereus una bacteria bacilo Gram positiva, reportan la
tolerancia y reduccion de cromo (VI), los cuales fueron aislados de aguas residuales,
Ilegando a tolerar 8,000 mg/I.

La capacidad que poseen las bacterias en tolerar a los metales pesados, seria un
indicador que poseen la capacidad de metabolizarlos, reducirlos, oxidarlos y degradarlos,
tal como lo menciona Panigatti et al. (2012), quienes aplicaron Escherichia coli para
remediar efluentes contaminados con cromo (V1), por lo que poseerian un mecanismo de
detoxificacion y biorreduccion de cromo; asi también, Ramirez & Benitez (2013), logro
remover el 100% de cromo al cabo de 9, 34, 50 y 96 horas, a concentraciones iniciales de
10, 30 y 50 mg/l en medio de cultivo Luria Betani. La presencia de bacterias y
contaminantes metales pesados en un medio acuoso, origina la tolerancia en dichas
bacterias, este enunciado es corroborado por Soto et al. (2010), quienes sefialan que los
microorganismos expuestos a metales pesados, son capaces de generar variantes capaces
de tolerar los efectos nocivos de los metales, por lo que serian Gtiles para biorremediar
metales pesados, citando a las bacterias Micrococcus y Pseudomonas, quienes lograron
la biotransformacion y biodisponibilidad de cromo (0.005 mg/l), plomo (0.049 mg/l) y
mercurio (0.001 mg/l).

En la investigacion se determind que la bacteria Klebsiella sp tuvieron una
tolerancia leve al plomo y muy baja a mercurio, lo cual fueron diferentes a los registrados
por Mufioz et al. (2012), quienes aislaron a Klebsiella sp, y fue capaz de retener luego de
24 horas 90.2 mg de Pb, 19.3 mg de Zn y 48 mg de Ag, mediante la formacion de

biopeliculas sobre soportes sélidos, la cual podrian ser utilizados como biofiltros.

Los rios son fuentes importantes de bacterias utiles en biorremediacion de metales
pesados, la cual fue una de las razones de la investigacion, y concuerda con la
investigacion realizada por Martinez et al. (2010), quienes en el rio Almendares (Cuba),
aislaron 23 aislados de cepas, entre ellas los géneros Micrococcus, Staphylococcus,
Bacillus, Pseudomonas, Acinetobacter y Neisseria, quienes en un 100% resistieron

concentraciones de 0.5, 1.0 y 1.5 Mm de plomo y cromo.

En la investigacion se determind que las bacterias menos resistentes fueron
Klebsiella sp y Salmonella sp, es especial al mercurio que a 10, 30 y 50 mg/ml no se
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determinaron crecimiento de colonias bacterias, debido probablemente a la intoxicacion
que sufren sus células, ya que bloguean las actividades bioldgicas normales, inactivando
enzimas debido a la formacién de enlaces entre los metales y los grupos sulfhidrilos (-
SH) y demas grupos funcionales en las proteinas y enzimas, causando dafios irreversibles
en los organismos, debido al desplazamiento de iones metélicos o modificacion de la

estructura de sus moléculas biol6gicas (Garbisu & Alkorta 2003).

Los metales pesados son absorbidos a través de las membranas bioldgicas, ya que
poseen afinidad quimica con las proteinas, incrementando la bioacumulacion,
obstaculizando su degradacion y eliminacion (Soto et al. 2010) los mecanismos de unién
de los metales a la superficie celular se mencionan las interacciones electrostaticas, las
fuerzas de Van de Waals, la union covalente, las interacciones redox, la precipitacion
extracelular o su combinacion, a parte de la membrana celular, la pared celular también
puede adsorber o quelar iones metélicos, todo ello debido a que poseen grupos cargados
negativamente (carboxil, hidroxil y fosforil), ante esos efectos, los microorganismos
inmovilizan o transforman al metal in situ, reduciendo su disponibilidad (Rajendran et al.
2003), mediante la alteracion de su toxicidad, su solubilidad en agua y la movilidad del
elemento (Bolan et al. 2014), para ello cuentan con mecanismos enzimaticos y no
enzimaticos para remover metales en solucion (Rajendran et al. 2003). Por todos estos
beneficios, la utilizacion de microorganismos especialmente bacterias para el tratamiento
de metales, tendrian caracteristicas selectivas y variara segun la capacidad metabdlica de

la bacteria biorremediadora y la afinidad metalica (Zheng et al. 2008).

Entre los procesos metabdlicos que poseen los microorganismos se cuentan con
la oxidacion, la reduccién, la metilacion y la demetilacion, con dichos tratamientos se
podrian obtener compuestos poco solubles en agua o compuestos volatiles (Marrero et al.
2010), lograndose asi la remocién de los contaminantes. Estos procesos poseen
determinantes genéticos que terminan expresando la sintesis de proteinas involucradas en
los mecanismos de resistencia a metales, dichos genes se ubican en el cromosoma
bacteriano, asi como también en plasmidos o transposones 0 en ambos. Los plasmidos de
un tamafo de 165 — 200 kb, poseen mayoritariamente los genes que confieren resistencia
a metales (Shukla et al. 2006); pero también estan codificados por genes cromosomales
como en Bacillus sp que posee resistencia contra mercurio, adicionando Kavaruma &

Esposito (2010), manifiestan que Bacillus subtilis posee genes que se expresan porque la
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bacteria es sometidas a metales, entre ellos los genes Fur, MntR, Per R, ArsR y CueR, los

cuales son regulados por proteinas metaloregulatorias.

En la investigacion se determinaron estadisticamente que la bacteria Shigella sp
fue la que presentd mayor tolerancia al mercurio, lo cual concuerda con Kavaruma &
Esposito (2010), esta capacidad estaria dada debido a que expresarian proteinas
transportadoras de mercurio como la MerT, MerP con metalotioneinas o péptidos de
union a metales que acumulan Hg, aunque segin Garbisu et al. (2003), es raro la presencia
de metalotioneinas en microorganismos; asimismo ciertos transposones en el locus mer
presente en los megapldsmidos de Cupriavidus metallidurans conferirian tolerancia a Hg
(Marrero et al. 2010).

4.2.2 Tolerancia in vitro a cefalexina y cloranfenicol

Las bacterias experimentadas en su mayoria (Klebsiella sp, Escherichia sp,
Shigella sp y Salmonella sp) fueron sensibles a cefalexina (30 pg) ya que formaron halos
de inhibicién mayor a 18 mm, mientras que a cloranfenicol las bacterias Klebsiella sp y
Salmonella sp fueron sensibles a cloranfenicol (30 pg) originando halos de inhibicion
mayores a 18 mm; pero la bacteria Escherichia sp presentd una respuesta intermedia al
cloranfenicol, ya que formd un halo entre 13 y 17 mm; y la bacteria Shigella sp, fue
considerada resistente en razon de que origin6 un halo de inhibicion menor a 12 mm
(Tabla 3). Todos estos diametros de los halos de inhibicién fueron contrastados con
Manual de procedimientos para la prueba de sensibilidad antimicrobiana por el método
de disco difusion (INS, 2002) (Figura 9).

En la investigacion se determind que la bacteria Escherichia sp presentd una
respuesta antimicrobiana intermedia frente al antibidtico cloranfenicol (30 pg) mientras
que fue resistente en Shigella sp, estos resultados fueron diferentes a los reportados por
Coila (2017) quien determinaron que E. coli fue sensible al cloranfenicol y Klebsiella
presento respuesta intermedia al mismo antibiotico, y en la investigacion Klebsiella fue
sensible al cloranfenicol. Por otro lado, E. coli resultd también resistente a otros
antibidticos como la tetraciclina y estreptomicina (Lopez et al. 2009), y Klebsiella sp,
resultaron resistentes a la penicilina y vancomicina (Vanegas et al. 2009), por tanto se
observa que las diferentes bacterias poseen diferentes respuestas antimicrobianas y varian

segun el antibidtico. Tal vez se afirmaria que coincide con Rivera & Cedillo (2005),
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quienes determinaron que E. coli y Klebsiella sp, resultaron ser sensibles al cloranfenicol,
ante ello, Moraga et al. (2003), encontré relacién entre la resistencia a los antibiéticos y
la tolerancia a los antibiéticos, en razon de que ambos procesos son controlados por genes
de los plasmidos, asimismo Tzoc et al. (2004), aislaron E. coli desde aguas residuales
hospitalarias en tres rios de Costa Rica y presentaron resistencia leve a cloranfenicol
(14%), cefotaxima en 12%, amikacina 5.5%, mientras que fue resistente a eritromicina
(100%), ,

Tabla 3. Respuesta in vitro de las Enterobacterias frente a dos antibi6ticos, laboratorio
de Botanica, FCCBB — UNA Puno, setiembre al noviembre 2019 (n=3).

L Resultado in Enterobacterias
Antibidticos ) i — i
vitro Klebsiella Escherichia Shigella  Salmonella
] Diametro de halo 22 24 25 29
Cefalexina
Respuesta ) ) ) .
(30 pg) o ) Sensible Sensible Sensible Sensible
antimicrobiana*
) Diametro de halo 25 17 10 21
Cloranfenicol
Respuesta ) ) ) .
(30 pg) Sensible  Intermedio Resistente  Sensible

antimicrobiana*

* Contrastados con los valores del Manual de procedimientos para la prueba de
sensibilidad antimicrobiana pro el método de disco difusion (INS, 2002).
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Figura 9. Halos de inhibicion bacteriana segun respuesta antimicrobiana, laboratorio de
Botanica, FCCBB — UNA Puno, setiembre a noviembre 2019.
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La resistencia a los antibiéticos por las bacterias, tendria varias causas, en cepas
E. coli diarrogénicas aisladas de infantes resistentes a antibidticos, se dan probablemente
al uso y abuso comun o tradicional del antibiético (Djie et al. 2008), las caracteristicas
propias de las bacterias, la presion selectiva ejercida por el uso de los antimicrobianos y
algunos cambios sociales y técnicos que contribuyen con la transmisién de los organismos
resistentes (Levy & Marshall 2004), la adquisicion y estabilizacion de genes de
resistencia, las mutaciones, la adquisicion de plasmidos, de transposones y/o integrones,
quienes poseen los genes de resistencia (Rivera & Cedillo 2005), la destruccion del
antibidtico mediante enzimas que inactivan el antibi6tico hidrolizando ciertas estructuras
moleculares como las betalactamasas (Samaja & Araj 2003), la modificacion enzimatica
catalizadas por enzimas, como las O — fosfotransferasas (OPH), O — adeniltransferasas
(ANT) y N — acetiltransferasas (ACT) inactivando asi a los antibi6ticos (Kapil 2005).

En la investigacion, la bacteria Shigella sp resultd ser sensible al antibiotico
cefalexina (30 pg) y resistente a antibiotico cloranfenicol (30 pg), lo cual concuerda con
Lopez et al. (2009), quienes registran cepas de Shigella resistente a muchos antibioticos
habitualmente usados, tal como lo citan Prado et al. (1998), quienes manifiestan que
Shigella flexneri, poseen resistencia al cloranfenicol (CmR) y simultaneamente a
ampicilina y tetraciclina e inclusive a cotrimoxazol, donde su principal actividad
antibiotica es es la inactivacion del mismo por la acetilacion dependiente de la enzima
cloranfenicol acetil — transferasa (CAT) (Murray & Larry 2009), los genes CAT que la
expresan pueden encontrarse en otras enterobacterias y son codificados en plasmidos o
en el cromosoma central y estan asociados a la presencia de transposones e integrones
(Bunny et al. 1995), la disminucién de la concentracion del antibiotico en el interior de
la bacteria ya que poseen bombas de eflujo inespecificas (Alekshun & Levy 1997)y a
proteinas transmembrana que impedirian el via del antibidtico al interior bacteriano (Ploy
et al. 1998). Como el gen CAT se ubica en el cromosoma, es dificil su transferencia
horizontal, pero esta asociado a elementos mdviles como transposones (Tn9) e integrones
localizados tanto en plasmidos como en el cromosoma bacteriano (Hall & Collis 1995),
sin embargo, se piensa que existe otros mecanismos que confieran resistencia a este
antibiotico tales como la disminucion de la permeabilidad de la membrana externa por

ausencia de las proteinas porinas (Hernandez et al. 1999).
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De todo lo analizado con respecto a la tolerancia bacteriana de Enterobacterias a
plomo y mercurio, se acepta la hipétesis planteada, que afirma una variacion de la
tolerancia entre las bacterias aisladas.
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V. CONCLUSIONES

- Los recuentos de coliformes termotolerantes en muestras de agua del rio fueron de
2400 NMP/100ml en el sector Juliaca, 1246.67 NMP/100ml en la comunidad Suches
y 386.67 NMP/100ml en el distrito de Coata, no existiendo diferencia estadistica
significativa entre las repeticiones (P=0.1143), siendo mayor en punto de muestreo
sector Juliaca y menor en el distrito de Coata.

- La tolerancia bacteriana in vitro al plomo fue positiva en Escherichia sp y Shigella
Sp con recuentos bacterianos entre 284 y 209 colonias y entre 224 y 105 colonias,
respectivamente, mientras tanto Shigella sp fue la bacteria mas tolerante al mercurio
con recuentos de colonias que oscilaron entre 294 y 254 colonias; mientras tanto
frente a cefalexina todas las bacterias fueron sensibles y al cloranfenicol Escherichia

sp resultd con respuesta intermedia y Shigella sp fue resistente.
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VI. RECOMENDACIONES

- Realizar experimentos de tolerancia de las enterobacterias a los antibioticos de
amplio espectro y otros metales pesados en concentraciones superiores no
evaluados en la presente investigacion.

- Paralos investigadores bidlogos y egresados, evaluar la aplicacion de las bacterias
Shigella sp no patogenas, a procedimientos de biorremediacion ambiental de
metales pesados en muestras de agua de los rios contaminados como el Ramis.

- Realizar experimentos similares donde se evallen el efecto del pH, temperatura

entre otros factores con fines de biorremediacion.
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ANEXOS
Figura 10. Tabla para el calculo del NMP/100 ml. indice del NMP y limite confiable de

95% para varias combinaciones de resultados positivos y negativos cuando se usan 3
tubos con porciones de 1 cm®y 3 con porciones de 0.1 cm?.

Indsce | Limste Confiable de 95%
No. d¢ twbos con reacoones  positivas

L ) i | Del | i

3 tubos con 3 twbos con 3 tubos con NMP

cm’ lem’ 0.1 cm’ Por cmy’ Interior Supenior
0 ] 0 | ) | <3 | 0s | |
0 0 | 3 0s 9
0 | 0 L} I3
| 0 0 4 0.5 20
| 0 | 7 | iy |
! | 0 7 | 23
| | | i L) 6
| 2 0 1 3 %
2 0 0 9 | E'y
2 0 | 14 L) 7
2 | 0 IS L) 44
3 | | 20 ? X9
2 3 0 2 4 47
2 2 | 2X 10 150
L 0 0 n 4 10
3 0 | W 7 130
3 0 2 64 s IR0
L) | 0 43 7 210
L | 1 75 14 230
| | 2 120 Li1) 280
} 0 0 N 4 120
L) 0 | 9 7 13
) 0 2 o4 15 is0
L I 0 43 7 210
L | | 75 14 3
) | 2 120 10 280
3 2 0 93 15 N
L d ! 150 W0 430
3 2 3 210 38 470
5 i 0 240 16 1 300
3 3 | 460 71 2400
3 L . 1100 150 4 800
} 1 3 1 3 | 2400 | 1 J

Fuente: SCFI (1987).

oY

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesis
. ____________________________________________________|]



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

Figura 11. Andlisis de Kruskal Wallis de recuentos de coliformes termotolerantes en el

rio Coata, laboratorio de Boténica, FCCBB — UNA Puno, setiembre a noviembre 2019.

Variable ZOHRS N Medias D.E. Medianas H o)
REC ENTERCE Comunidad Suches 3 1246.67 1087.44 1100.00 4.4Z2 0.1143
REC ENTERCE Distritoc Coata 3 38e6.67 127.0Z2 460.00
FEC ENTERCEB Sector Juliaca 3 Z2400.00 0.00 Z400.00

Figura 12. Andlisis de Kruskal Wallis de recuentos de colonias bacterianas, segun la
exposicion de metales pesados, laboratorio de Boténica, FCCBB — UNA Puno, setiembre
a noviembre 20109.

Variable METAL N Medias D.E. Medianas gl H B
NUM-COL Mercurio 48 125.88 134.Z2¢6 35.00 1 3.04 0.08B02
NUM-COL Plomo 48 145.15 75.18 153.00

Figura 13. Analisis de Kruskal Wallis y prueba de rangos de los recuentos de colonias
bacterianas, segin géneros bacterianos, laboratorio de Botanica, FCCBB — UNA Puno,
setiembre a noviembre 2019.

Variable BACTERIA N Medias D.E. Medianas gl H ]
HNUM-COL Escherichia 24 146.17 111.77 202.50 3 23.55 <0.0001
NUM-COL EKleksiella 24 S55.63 1l0g.39 60.00
NUOM-CCL Salmonella 24 79.50 54.93 B0 .00
NOM-COL Shigella 24 228%.75 57.30 240.00
Trat. Ranks
Salmonella 36.31 A
Klebksiella 38.67 &L
Escherichia 47.81 &
Shigella 71.21 B
Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Figura 14. Analisis de Kruskal Wallis y prueba de rangos de los recuentos de colonias

bacterianas, segun las concentraciones de los metales pesados, laboratorio de Botanica,
FCCBB — UNA Puno, setiembre a noviembre 2019.

Variable CONCENT N Medias D.E. Medianas gl H 2
NUM-COL 1 mg/ml 24 239.25% 7J€.24 Z54.00 3 Z8.55 «0.0001
NUM-COL 10 mg/ml 24 124.00 S7.88 TT.50

NUM-COL 30 mg/ml 24 100.92 104.14 &61.50

NUM-COL 50 mg/ml 24 B85.83 ©53.76 58.50

Trat. Ranks

50 mg/ml 35.40 A

30 mg/ml 37.83 A

10 mg/ml 47.06 A

1 mg/ml 73.71 B

Medias con una letra comiin no son sigrificativamente diferentes (p > 0.05)

60

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesis
1



. UNIVERSIDAD
NACIONAL DEL ALTIPLANO

Repositorio Institucional

Figura 16. Rotulado y conservacion de muestras de agua del rio Coata (region Puno)
setiembre a noviembre 2019.

Figura 17. Preparacion de medios y recuento de colonias bacterianas, laboratorio de
Botanica, FCCBB — UNA Puno, setiembre a noviembre 2019.
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Figura 18. Caracteristicas culturales de las bacterias en agar EMB y ENDO, laboratorio
de Botanica, FCCBB — UNA Puno, setiembre a noviembre 20109.

Figura 19. Pruebas bioguimicas para identificacion de Enterobacterias, laboratorio de
Botanica, FCCBB — UNA Puno, setiembre a noviembre 2019.

Figura 20. Preparacion de diluciones bacterias con estandar McFarland y tratamientos,
laboratorio de Botanica, FCCBB — UNA Puno, setiembre a noviembre 20109.
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Figura 21. Preparacién de diluciones de plomo y mercurio en agar APC, laboratorio de
Botéanica, FCCBB — UNA Puno, setiembre a noviembre 2019.

Figura 22. Pruebas de antibiograma de bacterias a los antibioticos, laboratorio de
Botanica, FCCBB — UNA Puno, setiembre a noviembre 2019.
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