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RESUMEN

En la actualidad la presencia de residuos antibioticos y metales pesados en las aguas
residuales, generan el aumento de la resistencia bacteriana, causando impactos negativos
en la salud publica y los ecosistemas, razon por el cual se plantearon los objetivos de
determinar la resistencia a trimetropim — sulfametoxazol, amoxicilina/acido clavulanico,
ciprofloxacina, cloranfenicol, ceftazidima, Cd y Hg en enterobacterias aisladas de las
aguas residuales de la ciudad de Juliaca. Las muestras de agua procedieron de la laguna
de oxidacion (zona A), efluente del rio Torococha (zona B) y el rio Coata (zona C), el
aislamiento de las enterobacterias se realiz6 en medios de cultivo EMB y MacConkey
hasta cultivos axénicos, la identificacion se realiz6 mediante pruebas bioquimicas en
medios TSI, LIA, Citrato de Simmon, Urea y SIM. La resistencia a trimetropim
sulfametoxazol, amoxicilina/acido  clavulanico, ciprofloxacina, cloranfenicol,
ceftazidima se realizdé mediante el método de difusion por disco. La resistencia bacteriana
a Cdy Hg se determind realizando el recuento de colonias (UFC) en placas de Agar Plate
Count (APC) conteniendo concentraciones de 10 mg/l, 30 mg/l, 70 mg/l y 100 mg/l de
Cd y 5 mg/l, 10 mg/l, 20 mg/l y 50 mg/l de Hg. Los datos obtenidos fueron evaluados
mediante pruebas de andlisis de varianza y contraste de Tukey. En enterobacterias
aisladas de la laguna de oxidacion, Citrobacter sp y Proteus sp resultaron resistentes a
amoxicilina/acido clavulénico y Escherichia coli a cloranfenicol; en aislamientos del
efluente Torococha, Enterobacter sp fue resistente a cloranfenicol. De las enterobacterias
aisladas, Citrobacter sp presento resistencia a cadmio y mercurio, presentando CMIs de
88.15 mg/l y 112.35 mg/l respectivamente. Se concluye que las aguas residuales de la
ciudad de Juliaca poseen Enterobacterias resistentes a antibioticos, al Cd y Hg, variando
segun la cepa bacteriana y la zona de muestreo.

Palabras clave: Metales pesados, antibidticos, enterobacterias, aguas residuales,

resistencia microbiana.
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ABSTRACT

Currently, the presence of antibiotic residues and heavy metals in wastewater generates
an increase in bacterial resistance, causing negative impacts on public health and
ecosystems, which is why the objectives of determining resistance to trimetropim were
set. sulfamethoxazole, amoxicillin/clavulanic acid, ciprofloxacin, chloramphenicol,
ceftazidime, Cd and Hg in enterobacteria isolated from wastewater in the city of Juliaca.
The water samples came from the oxidation lagoon (zone A), effluent from the Torococha
River (zone B) and the Coata River (zone C), the isolation of the enterobacteria was
carried out in EMB and MacConkey culture media until axenic cultures, identification
was made by biochemical tests in TSI, LIA, Simmon's Citrate, Urea and SIM media.
Resistance to trimetropim sulfamethoxazole, amoxicillin/clavulanic acid, ciprofloxacin,
chloramphenicol, ceftazidime was performed using the disk diffusion method. Bacterial
resistance to Cd and Hg was determined by counting colonies (CFU) on Agar Plate Count
(APC) plates containing concentrations of 10 mg/l, 30 mg/l, 70 mg/l and 100 mg/l of Cd
and 5 mg/l, 10 mg/l, 20 mg/l and 50 mg/l of Hg. The data obtained were evaluated using
Tukey's analysis of variance and contrast tests. In enterobacteria isolated from the
oxidation pond, Citrobacter sp and Proteus sp were resistant to amoxicillin/clavulanic
acid and Escherichia coli to chloramphenicol; in isolates from the Torococha effluent,
Enterobacter sp was resistant to chloramphenicol. Of the isolated Enterobacteriaceae,
Citrobacter sp showed resistance to cadmium and mercury, presenting MICs of 88.15
mg/l and 112.35 mg/l, respectively. It is concluded that the wastewater of the city of
Juliaca has Enterobacteriaceae resistant to antibiotics, Cd and Hg, varying according to
the bacterial strain and the sampling area.

Key words: Heavy metals, antibiotics, Enterobacteriaceae, sewage, microbial resistance.

12

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis
.|



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

CAPITULO |
INTRODUCCION

La contaminacién ambiental de los ecosistemas acuaticos producida por las
actividades industriales, hospitalarias, mineras, agricolas o domésticas, generan
sustancias toxicas que son vertidas de forma directa e indirecta a los rios, deteriorando la
calidad sanitaria del cuerpo de agua, especialmente en el contenido de enterobacterias
procedentes de los efluentes residuales.

En el distrito de Juliaca se presentan varios focos de contaminacion por aguas
residuales como la laguna de oxidacion, el efluente Torocochay el rio Coata, quienes son
portadoras de enterobacterias con resistencia a los antimicrobianos como también a
ciertos metales pesados, lo cual se constituye en una preocupacién para la salud publica
en razon de que podrian originar directa o indirectamente infecciones a las personas al
ponerse en contacto con aguas contaminadas por el sistema de alcantarillado.

La investigacion resulta de mucha importancia en razén de que reporta a la
comunidad cientifica la capacidad de resistencia de cepas de Escherichia coli y
Enterobacter sp quienes resultaron resistentes a cloranfenicol, un antibiotico de amplio
espectro, de similar forma cepas de Proteus sp reflejaron tenacidad a amoxicilina/acido
clavulanico, especialmente en bacterias aisladas de la laguna de oxidacion y el efluente
Torococha. Por otro lado, las cepas de E. coli, Proteus sp y Citrobacter sp fueron
resistentes a 100 mg/l de Cd y frente al Hg, cepas de E. coli tuvieron una respuesta
resistente a 20 mg/l, ademas de que las cepas de Citrobacter sp lograron resistir
concentraciones de 50 mg/l, donde la mayoria de cepas procedieron de la laguna de
oxidacion.

En ese sentido, los resultados obtenidos en la investigacion constituyen una
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contribucion muy importante al conocimiento actual de resistencia a los antimicrobianos
y metales pesados (Cd y Hg) en cepas de enterobacterias y los ambientes contaminados
con aguas residuales se constituirian en fuente de contaminacion y origen de bacterias
resistentes, debido fundamentalmente a la conjugacion bacteriana, al intercambiar genes
de resistencia a los antimicrobianos y los metales pesados, asimismo los microorganismos
son capaces de desarrollar mecanismos de defensa ante estos elementos toxicos.

Por ello el presente trabajo de investigacion evalué la resistencia de
enterobacterias a antibioticos utilizados actualmente para el tratamiento de infecciones
con relacion a la resistencia a metales pesados como el Cd y Hg aisladas de tres zonas de
muestreo en la ciudad de Juliaca, con la finalidad de reportar los antimicrobianos y las
concentraciones de metales a los cuales son resistentes, para que posiblemente en
investigaciones posteriores puedan ser utilizadas y aplicadas en procesos biotecnoldgicos
de biorremediacion de metales pesados en ecosistemas acuaticos o terrestres mediante
bacterias.

Por tal razdn esta investigacion tuvo los siguientes objetivos:

1.1 OBJETIVO GENERAL
Determinar la resistencia a antibidticos y metales pesados en enterobacterias aisladas de
las aguas residuales de la ciudad de Juliaca.
1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
- Determinar la resistencia a trimetropim sulfametoxazol (25 pg),

amoxicilina/acido clavulanico (20 ug), ciprofloxacina (5 ug), cloranfenicol (30

HQ), ceftazidima (30 pug), en enterobacterias aisladas de las aguas residuales de la

ciudad de Juliaca.

- Determinar la resistencia a Cd y Hg en enterobacterias aisladas de las aguas

residuales de la ciudad de Juliaca.

14
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CAPITULO II
REVISION DE LITERATURA

2.1 ANTECEDENTES

Moraga et al. (2003) seleccionaron 43 cepas de las cuales el 100% presentd
resistencia al Pb y As, el 77.7% al Cu y el 36.4% al Ni, obteniendo evidencia de una
relacién entre la resistencia a los metales pesados y la resistencia a los antibidticos
ensayados, por otro lado, Ara et al. (2007) estudiaron la resistencia y degradacion de As
por la comunidad bacteriana autoctona del rio Maure encontrando 18 colonias,
conformados en su totalidad por bacilos Gram positivos, expuestos a concentraciones de
100, 120, 200, 400 y 600 mg/ml de As, distinguiéndose cuatro morfotipos MA3, MAG,
MA9 y MAL10 por su ritmo de crecimiento diferente a la concentracion de 600 pg/ml,
pudiendo ser utilizados en posibles procesos de biorremediacién, asi mismo, Larico
(2008) utilizo cepas de Staphylococcus aureus aisladas de muestras clinicas que fueron
expuestas a metales resultando que el 100% de las cepas de S. aureus fueron resistentes
aPb, el 39% (11 cepas) presentd una CMI de 800 pg/ml, 29% (8 cepas) una CMI de 1600
pug/mly el 32% (9 cepas) una CMI de 3200 pg/ml.

Pellizzari et al. (2014), utiliz6 Pseudomonas aeruginosa para biorremediacion de
agua con presencia de As obteniendo una remocion del 60%, mediante el biofilm
producido por la inmovilizacién de las cepas en piedra natural con bacterias nativas sin
modificacion genética, de similar forma, Arpajon et al. (2014) logré aislar 72 cepas, de
estas 32 cepas se clasificaron en la familia enterobacteriaceae con una resistencia del 52%
a las penicilinas, cefalosporinas, ciprofloxacino, 4 cepas multiresistentes a nueve de los
diez antibidticos utilizados, demostrando la resistencia a varios antibioticos influenciada

por la contaminacién ambiental, como lo demostré6 Martinez et al. (2010) en bacterias
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aisladas del rio Almendares expuesto a diferentes agentes contaminantes de los cuales
identificaron 23 cepas bacterias con una resistencia de 100% a mas de cuatro antibiéticos
los géneros Pseudomonas, Micrococcus y Acinetobacter ademas de la multiresistencia a
las tres concentraciones (0.5, 1.0 y 1.5 mM) de Cr, Pb, Cd del género Micrococcus.

Turina (2015) en Buenos Aires (Argentina) al realizar la identificacion molecular
de integrones de clasel en Proteus mirabilis, obtuvieron que los genes cassettes aac(6’)-
1b, aac(6°)-1q'y aacA7 confieren resistencia a la amikacina, el gen cassette aadB concede
resistencia a la gentamicina, el gen cassette aadAl otorga resistencia a la estreptomicina
y la espectinomicina, el gen cassette blaOXA-2 origina resistencia a la oxacilina y las
cefalosporinas de 1ra generacion y finalmente los genes cassettes dfrAl y catB2
otorgarian la resistencia a cloranfenicol y trimetoprima, respectivamente.

Coila (2017), en su investigacion realizada en la laguna de oxidacién Espinar
encontré que Escherichia coli crecié mejor en presencia de Pb obteniendo 3286 UFC,
Enterobacter sp en presencia de Pb 2016 UFC y Hg 1932 UFC, Klebsiella sp en presencia
de Pb 1996 UFC y Hg 1450 UFC, por otro lado Rodriguez (2017), aislé bacterias
resistentes a metales pesados obtenidas de ambientes contaminados con derivados de
hidrocarburos en la ciudad de Riobamba identificando 35 bacterias, las cuales fueron
expuestas a concentraciones crecientes de metales, alcanzando una resistencia a Cd (50 a
4000 pg/ml), Pb (250 a 4500 pg/ml), Cr (100 a 4000 pg/ml), Hg (50 a 500 pg/ml), en un
total de 12 clones identificados mediante pruebas bioquimicas.

Castro & Marin (2017), comparo la ecotoxicidad producida por metales pesados
sobre bacterias heterotrofas aisladas de dos puntos contrastados de donde se identifico
20 cepas bacterianas en su mayoria pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae, las
cepas fueron expuestas a concentraciones de 50 a 5000 mg/l de sales de Cr, Ni, Cd, Pb,

presentando una elevada CMI del 34% de cepas a una concentracion de 5000 mg/I,
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mientras tanto que Gutiérrez (2015), estudid la bioadsorcion de Cd y Pb utilizando la
biomasa de Serratia marcescens M8a-2T, a nivel de laboratorio reportando una remocion
del 99.97% de Cd y 96% de Pb evidenciando la capacidad de retencidn que hace posible
su utilizacion en procesos de biorremediacién de ambientes contaminados por metales
pesados.

Quispe (2017) estudio la resistencia de las bacterias obtenidas de las aguas del rio
Ramis donde identifico seis géneros bacterianos dando como resultado recuentos para
metales que oscilan entre 65-150 x 106 UFC/ml en Serratia, 60-145 x 108 UFC/ml en
Klebsiella, 62-163 x 10® UFC/ml en Staphylococcus, 58-161 x 10° UFC/ml en
Escherichia, 63-128 x 10® UFC/ml en Streptococcus, y 33-116 x 10° UFC/ml en
Enterobacter, por otro lado Panigatti et al. (2012), en su estudio de biorremediacion de
efluentes contaminados por Cr (VI), logré aislar cepas de residuos pertenecientes a una
planta metalmecanica que luego evalué la tolerancia de la bacteria E. coli con distintas
concentraciones de Cr (V1) en diferentes tiempos y condiciones de trabajo, siendo capaz
de reducir Cr (VI) en concentraciones de hasta 200 mg/I.

Mena & Rafael (2017) logré aislar cepas de Corynebacterium sp, Pseudomonas
sp y Bacillus sp tolerantes a Pb, Cu y Zn con mayor produccién de biomasa, presentando
un alto grado de remocion a dichos metales, destacando una mayor eficiencia para Pb
88.8%, Cu 79.7% y Zn 49.2%; mientras tanto, Sanga (2016) encontrd cinco cepas
resistentes a una concentracion 93.8 mg/l de Pb, la cepa BMA-04 fue seleccionada por su
mayor resistencia a 875.82 mg/l Pb, siendo identificada como Proteus sp con una

capacidad de adsorcién de 80.64 mg de Pb/g.
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2.2 MARCO TEORICO

2.2.1 Resistencia a los antibioticos
a. Mecanismos de resistencia a los antibioticos

Los mecanismos de resistencia son adquiridos a través de transferencia de material
genético o mediante mutacion (Seija & Vignoli, 2008). Los fragmentos de ADN que
otorgan la resistencia a las bacterias se transfieren por dos vias claramente diferenciadas,
las que se cita a continuacion:

e Trasferencia vertical de genes, donde el material genético es transferido desde
bacterias parentales a bacterias hijas.

e Transferencia horizontal de genes, donde se produce cuando dos bacterias no
emparentadas se transfieren material genético. Esta transferencia es rapida y
eficaz para la adquisicién de genes por parte de bacterias receptoras, que les
permiten vivir en ambientes hostiles bajo presiones selectivas (Alkorta et al.,
2019).

b. Genética de la resistencia a los antibioticos
Los genes de resistencia a los antibiéticos se encuentran de forma natural en las
bacterias (sin presion de seleccién) por tal razén para considerar un contaminante genuino
seran aquellos elementos que bajo presion selectiva son capaces de transferirse a otros
microrganismos (Bertomeu, 2017).
La transferencia horizontal de genes puede darse mediante tres mecanismos:
e Transformacion: las bacterias toman ADN directamente del medio que les rodea,

incorporando de esta manera nuevos genes.
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e Transduccion: bacteriéfagos o fagos (virus que infectan bacterias) pueden
transmitir fragmentos del cromosoma bacteriano, incluyendo ARG, cuando
durante la fase litica pasan de una bacteria a otra.

e Conjugacion (plasmido conjugativo): una molécula circular de ADN que
contiene ARG y los genes que permiten su propagacion, se transfiere mediante un
proceso de contacto directo entre dos bacterias. En este caso la bacteria receptora
no solamente adquiere los ARG, sino que recibe todo el plasmido que los alberga,
contribuyendo a la diseminacion de la resistencia a antibiéticos entre bacterias.
(Alkorta et al., 2019)

La resistencia a los antibiéticos se da por las modificaciones genéticas que sufre una
especie bacteriana estas pueden ser por mutacion o por adquisicion de genes de resistencia
(Pérez & Robles, 2013). Asi mismo, la resistencia adquirida implica cambios puntuales
en el DNA (mutacién) o por la adquisicién de éste (Sussmann et al., 2002). Las
plataformas genéticas moviles son capaces de esparcir e incorporar la resistencia en su
genoma (Calle & Arias, 2018), aumentado el area de afeccidn por la resistencia.

Los plasmidos de resistencia a los antibiodticos (factores R), poseen genes que
confieren resistencia a la célula huésped contra los antibioticos, metales pesados o toxinas
celulares (Tortora et al., 2007). Los plasmidos, son moléculas de ADN que se encuentran
presentes en las bacterias son quienes codifican diferentes transposones, integrones,
secuencias de insercion, determinada resistencia y virulencia (Schliter et al., 2008).

La resistencia depende de la aparicion y conservacion de los genes de resistencia
que se trasmiten de una bacteria a otra mediante de la trasferencia horizontal. Durante la
conjugacion una célula transporta plasmidos y transposones que son elementos mdviles
que albergan los genes de resistencia, permitiendo la adquisicion de estos genes entre

bacterias de una misma especie o distintas lo que permite la expansion epidémica de la
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resistencia. La resistencia multiple (resistencia a varios antibidticos) se produce cuando
algunos plasmidos y transposones poseen elementos génicos llamados integrones que le
permiten capturar genes desde el exterior, determinando la aparicién de una cepa
multiresistente. Las modificaciones del genoma determinan la aparicién de los genes de
resistencia. Los cambios que desarrolla se clasifican en microevolutivos (mutaciones
nucledtidos) y macroevolutivas (mutaciones que afectan al ADN) (Sussmann et al.,
2002).

c. Bacterias resistentes a los antibioticos

La resistencia a los antibidticos es la capacidad de un microorganismo para resistir los
efectos de un antibiotico (Paciel et al., 2011), por tanto, es un problema que se presenta
en la actualidad relacionado con el control y el tratamiento de infecciones bacterianas;
esta resistencia es transferida entre los microorganismos mediante el uso de los
mecanismos Yy elementos genéticos (Sanchez et al., 2012).

e Clases de resistencia

La resistencia natural: es de caracter constante en cepas de una misma bacteria siendo
un mecanismo permanente, determinado genéticamente y sin correlacion con la dosis de
antibidtico. Como por ejemplo la resistencia que presenta Proteus mirabilis a las
tetraciclinas por un proceso natural de expulsion del antibiotico y a la colistina, por causa
de un lipopolisacarido que disminuye la afinidad de los antibioticos polipeptidicos a su
sitio blanco; asi mismo Klebsiella pneumoniae que por su produccion natural de
betalactamasas es resistente a las penicilinas (ampicilina y amoxicilina) (Fernandez et al.,
2003).

La resistencia adquirida: es una peculiaridad unica de una especie bacteriana, que por
su naturaleza es sensible a un antibidtico, sin embargo, estas bacterias han sido
modificadas genéticamente por mutacion o por adquisicion de genes de resistencia

(plasmidos, transposones e integrones) (Van Hoek et al., 2011).
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2.2.2 Resistencia a los metales pesados
a. Metales pesados

La definicidén de metal pesado es arbitraria y ambiguo dependiendo de cada autor,
sin embargo, puede definirse como un elemento que posee propiedades metalicas entre
las cuales se tienen la densidad, ductilidad, conductividad, estabilidad como cation,
ligando y entre otras. Dentro de la tabla periodica tienen un grupo de 65 elementos
quimicos y el nimero atomico sobrepasa los 20, ademas en su forma elemental tiene una
densidad alta que iguala o supera a 5 g/cm®. Estos elementos son capaces de formar
complejos como iones libres o participar en reacciones redox con distintos reactivos que
estén presentes en el medio, resultando ser potencialmente toxicas para la biota (Beltran
& Gomez, 2016).

La alta toxicidad de los metales pesados resulta alarmante, la exposicion
prolongada o la bioacumulacion puede causar serios problemas en la salud humana vy el
de la especie. Dependiendo el metal expuesto pueden producir afecciones o
enfermedades, incluso el de desarrollar cancer (Reyes et al., 2016).

e Cadmio (Cd)

En la naturaleza se encuentra en mayor cantidad en forma de oOxidos, sulfuros,
carbonatos. Las caracteristicas mas importantes son su resistencia a la corrosion y sus
propiedades electroquimicas por eso es usado para diversas aplicaciones como en la
galvanizacién, en la fabricacion de tintes, pinturas, baterias, plasticos, cigarrillos.
Ademas, esta presente en algunos alimentos enlatados y congelados que han
bioacumulado cantidades de Cd. Algunos de los principales efectos toxicos que produce
el Cd en la salud de las personas se manifiestan en los huesos y rifiones, cabe recalcar que
las personas gque tengan niveles bajos de Fe en su organismo son vulnerables a los efectos

del Cd (Pérez, 2012).
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e Mercurio (Hg)
Es muy usado para la extraccion de oro, produccion de vacunas, antibidticos,

amalgamas y electrénicos, el cloruro de mercurio (HgCl2) es el mas empleado en estudios
experimentales debido a su solubilidad. En el ambiente, puede existir como mercurio
ionico (Hg?"), mercurio elemental (Hg®, y el metilmercurio (CHsHg) que causa
problemas de toxicidad. Los procesos bidticos y abidticos suministran el ciclo del
mercurio, desde suelos y aguas a la atmdésfera y de regreso a la superficie (Barkay et al.,
2003).
b. Mecanismos de resistencia a los metales pesados

La célula bacteriana puede desarrollar sistemas de resistencia a los metales
pesados mediante diversos mecanismos (Sueiro, 2012), entre ellos tenemos:

e Exclusion de metales por barrera de permeabilidad. La alteracion en la
composicion de la pared celular, la membrana, o en la envoltura de una bacteria
son ejemplos de mecanismos de exclusibn de metales por barrera de
permeabilidad, puesto que estos impiden el ingreso de los metales a la célula 'y de
esta manera el microorganismo intenta proteger sus componentes celulares
sensibles a los metales (Agrawal et al., 2011).

e Eflujo de metales por transporte activo. El transporte activo constituye el
mecanismo de resistencia a metales mas estudiado, los microorganismos utilizan
este tipo de mecanismos para exportar los metales toxicos desde su citoplasma al
espacio extracelular, estos mecanismos estan codificados a nivel cromosémico o
en plasmidos. Los sistemas de eflujo asociados 0 no a una ATPasa y suelen ser
altamente especificos para el cation o el anion que exportan (Agrawal et al., 2011).

e Secuestro intracelular. El secuestro intracelular, es la acumulacion de metales

en el citoplasma con el objetivo de prevenir la exposicion de componentes
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celulares esenciales al mismo; mediante este mecanismo los metales secuestrados
por proteinas son: Cd (I1), Cu (1) y Zn (1I) (Agrawal et al., 2011).

e Secuestro extracelular. En Stenotrophomonas sp. JD1 se observd 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).

o Detoxificacion enzimética de metales a una forma menos toxica. La reduccion
enzimatica de Cr (VI) a su forma menos téxica Cr (111) se ha sugerido como un
mecanismo de resistencia en varios microorganismos (Cervantes et al., 2001), asi
mismo las reductasas de cromato se han identificado en diversas especies
bacterianas y se encuentran codificadas a nivel cromosémico. La gran parte de
estas reductasas pertenecen a la familia de las flavoproteinas NAD(P)H
dependientes, funcionando también en condiciones de aerobiosis o de
anaerobiosis asociadas tanto con la fraccion soluble como con la fraccion de
membrana (Cervantes, 2007).

e Reduccion de la sensibilidad de blancos celulares a metales. La proteccién de
los blancos celulares puede provenir de mutaciones que disminuyen la
sensibilidad de los componentes celulares a los metales pesados, sin alterar su
funcién basica, como también un aumento en la produccion del componente
celular evitando la inactivacion total por el metal. EI microorganismo se
autoproteje al producir componentes metaloresistentes, o vias celulares
alternativas, para proteger los componentes sensibles (Agrawal et al., 2011).

c. Genética de la resistencia a metales pesados
A nivel genético, la resistencia a iones metalicos se encuentra codificada por
secciones del genoma bacteriano denominados determinantes genéticos (Bustos &

Cacuango, 2017). La mayoria de las bacterias portan los determinantes genéticos de
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resistencia como un conjunto de genes, denominados operones, frecuentemente
localizados uno al lado del otro en el cromosoma o en plasmidos bacterianos (Clark,
2019).

Los operones son un sello distintivo del genoma bacteriano, que permite la
expresion concertada de genes funcionalmente relacionados como transcripciones
policistronicas unicas (Kominek, 2019). Todos los genes de un operon se transcriben de
forma coordinada para generar un solo ARNm, denominado ARNmM policistronico
(Betancor et al., 2010; Clark, 2019). Una sola molécula de ARNm bacteriano puede
codificar para varias proteinas con funciones similares (Clark, 2019).

Los plasmidos proporcionan resistencia a iones metalicos, ademas, presentan gran
especificidad y son sistemas inducibles en su mayoria. También, se ha descrito
mecanismos de resistencia a metales codificados por genes cromosomales (Beltran &
Gobmez, 2016). La presencia de genes de resistencia en elementos moviles, constituye una
oportunidad para que las bacterias diseminen estos rasgos genéticos adaptativos por
medio de la transferencia horizontal (Fekih, 2018).

d. Principales determinantes genéticos de resistencia a metales pesados
e Determinantes genéticos de resistencia al mercurio

El determinante genético mer es el Unico sistema bacteriano conocido para la
resistencia al mercurio (De Luca Rebello et al., 2013). Las bacterias Gram negativas y
Gram positivas presentan conjuntos similares de genes mer, dispuestos en un orden
similar, pero con diferentes variaciones genéticas (Paisio, 2012). Los determinantes mer
son de dos tipos, los de espectro estrecho, que desintoxican el mercurio inorganico y los
de amplio espectro, que desintoxican el mercurio organico e inorganico (Naguib, 2018).
El sistema de espectro estrecho incluye la resistencia a organomercuriales, como la

merbromina y el acetato mercurico de fluoresceina (Wang, 2017).
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e Determinantes genéticos de resistencia al cadmio

Los operones cad codifican un mecanismo de resistencia al cadmio bien conocido
en las bacterias Gram positivas. En contraste, en las bacterias Gram negativas la
resistencia al Cd?* Co?* y Zn?* esta codificado por el sistema czc (Argudin, 2019; Mergea
& Houdt, 2020). La bomba de eflujo CzcCBA consta de tres antiportadores
quimiosmaticos de polipéptidos (Khan et al., 2015). Con raras excepciones, los operones
cad constan de dos genes cadA y cadC, se ha observado este sistema en L. monocytogenes
y Listeria sp (Argudin, 2019; Parson et al., 2020).

El gen cadA codifica para una ATPasa de tipo P, que depende de energia para
exportar el Cd?* de la célula, el producto de cadC es un represor transcripcional que
controla la expresion de cad (Argudin, 2019; Das et al., 2016). CadA es analogo de ArsB
(Das et al., 2016). Los genes cadAC y cadB de S. aureus transmitidos por plasmidos,
proporcionan resistencia al Cd** y Zn?*, no obstante, los genes cromosémicos median la
resistencia al ion Cd?* (Chudobova, 2015). Diversas combinaciones de los genes cad
contribuyen a la complejidad, generando una variedad de operones, como cadCA, cadCB,
cadXD, cadXB, cadCD y cadCAD (Parson et al., 2020). EI gen cadB proporciona
resistencia de bajo nivel al Cd, ya que su mecanismo de resistencia es diferente al de
cadA, asimismo, no promueve la salida de cationes, pero proporciona proteccion a la
celula mediante la union de Cd a la membrana. Por otro lado, cadX actia como un
regulador que cuadriplica la resistencia, en contraste cadC confiere resistencia total al ion
Cd (Argudin, 2019). Finalmente, el gen cadD proporciona resistencia al Cd?*, y cadR
también actda como regulador del operdn cad (Parson et al., 2020).

e. Bacterias resistentes a los metales pesados

Los metales juegan un rol fundamental en los procesos metabdlicos bacterianos;

esto permite que crezcan incluso en presencia de varios metales toxicos (Nanda, 2019).

Los metales pesados son considerados un factor importante, ya que afectan de manera
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significativa a la actividad de las comunidades microbianas, la biomasa, la diversidad e
incluso la actividad metabolica (Dickinson, 2019). El estrés producido por metales
pesados contribuye a la inhibicion del crecimiento de los microorganismos (Chudobova,
2015).

La mayoria de los microbios crean resistencia bioldgica contra los efectos
adversos del medio externo e interno (Chudobova, 2015). Esta respuesta microbiana
constituye un fendmeno ambiental de seleccion natural para su supervivencia en entornos
que presenten condiciones extremas (Nanda, 2019). La presencia de especies bacterianas
resistentes a metales pesados es producto de una evolucion constante y de una adaptacion
al medio en el que se encuentran (Staninska, 2020).

2.2.3 Enterobacterias

a. Escherichia coli (Holt & Hendricks, 1994)

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

Género  : Escherichia
Especie : E. coli (Escherich, 1885)

E. coli es la bacteria Gram negativa mas frecuentemente aislada en los laboratorios
clinicos y ha sido causa de enfermedades infecciosas que comprenden tejidos humanos y
organos, es tambien responsable de producir méas del 80% de infecciones del aparato
urinario, asi como la mayoria de las infecciones nosocomiales; asi mismo esta bacteria
esta implicada en bacteriemias adquiridas en el ambiente nosocomial, las bacteriemias
por E. coli con betalactamasa de espectro extendido (BLEE) forman parte de una entidad

clinica grave que es un reto a la hora de instaurar un tratamiento antibiotico correcto
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(Garcia et al., 2011); las betalactamasas de espectro extendido (BLEE), son enzimas
producidas por bacilos Gram negativos especialmente enterobacterias (E. coli y
Klebsiella pneumoniae), que inactivan a las penicilinas y a las cefalosporinas de primera
y segunda generacion, asi como las oximino-cefalosporinas y al aztreonam (Garcia,
2013).

b. Citrobacter sp (Holt & Hendricks, 1994)

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

Género : Citrobacter

Especie : Citrobacter sp

Citrobacter sp es un bacilo Gram negativo de la familia Enterobacteriaceae,
movil, anaerobio facultativo. En el pasado, Citrobacter fue incluido en un grupo de
bacterias denominadas paracolon y llamadas Escherichia freunii y Citrobacter diversus
estas fueron identificados como Citrobacter koseri. Por otro lado, Citrobacter freundii y
el C. diversus son distintas porque producen la formacién de sulfuro del hidrégeno,
produccion de indol, asi como la fermentacién de adonitol y malonato de sodio. Esta
bacteria estd ampliamente distribuida en la naturaleza encontrandose en la tierra, en el
agua y ocasionalmente habita en el tracto gastrointestinal del hombre, cominmente es
saprofito, suele ser causante de enfermedad en pacientes comprometidos y es asociado
también con epidemias esporadicas de gastroenteritis (Koneman & Koneman, 2008).

c. Enterobacter sp (Holt & Hendricks, 1994)

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

Es una bacteria Gram negativa que se encuentra dentro de la familia
Enterobacteriaceae, muchas de las cepas de Enterobacter, producen gran cantidad de gas,
por mucho tiempo, esta especie fue denonimada Aerobacter aerogenes. Actualmente
existen 16 especies incluidas en el género Enterobacter. Esta bacteria tiene las
caracteristicas generales de Klebsilleae como género Enterobacter, pero puede ser
diferenciado de la mayoria de las especies de Klebsiella, porque son inmoviles y ornitina
positivos (Koneman & Koneman, 2008); por otro lado, el aislamiento de Enterobacter
cloacae en infecciones graves de partes blandas es poco usual. La sepsis por Enterobacter
tiene una mortalidad del 50% y requiere maltiples terapias de 3 0 mas agentes antibidticos
(Puig et al., 2006); Enterobacter aerogenes y E. cloacae tienen amplia distribucion en el
agua, aguas cloacales, en el suelo y las verduras. Estas bacterias forman parte de la flora
entérica comensal y se reporta que no ocasionan diarrea, a pesar de que se ha aislado una
cepa de E. cloacae, productora de una toxina similar Shiga en las heces de un lactante
con sindrome urémico — hemolitico. Esta bacteria estd relacionada con distintas
infecciones oportunistas que afectan, las vias urinarias, vias respiratorias y las heridas

cutaneas; también produce septicemia y meningitis (Koneman & Koneman, 2008).
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CAPITULO III
MATERIALES Y METODOS

3.1 ZONA DE ESTUDIO

La investigacion se realizd en la provincia de San Roman del departamento de
Puno, a una altitud de 3829 msnm, donde los puntos de muestreo fueron: salida de laguna
de Oxidacion (zona A, coordenadas UTM 19L E 382100.28 — N 8286367.41), efluente
Torococha (zona B, coordenadas UTM 19L E 385181.41 — N 8285433.17) y rio Coata
(zona C, coordenadas UTM 19L E 385099.65 — N 8285577.16), tal como se observa en

la Figura 1. Es estudio se realiz6 durante los meses de abril a julio del afio 2021.

- 'Rio Coata

Efluénte Torococha

Figura 1. Zonas de recoleccién de muestras de agua, durante los meses de abril a julio
del 2021.

Fuente: Google maps.

3.2 TIPO DE ESTUDIO
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El trabajo de investigacion fue de tipo descriptivo (Hernandez et al., 2014), en
razon de que la investigacion puntualiza caracteristicas de la muestra que se viene
estudiando, como son los didmetros de halos de inhibicion bacteriana por efectos de los
antibidticos (primer objetivo especifico) y el recuento de colonias en placas Petri

conteniendo Cd y Hg en concentraciones diferentes (segundo objetivo especifico).

3.3 DISENO DE LA INVESTIGACION

Para la determinacion de la resistencia bacteriana a los antibidticos se realizo un
disefio observacional, en razén que se expusieron las enterobacterias a los discos de
antibidticos y no se contd con grupos control. Para la determinacion de la resistencia
bacteriana a los metales pesados, se desarroll6 un disefio experimental (Hernandez et al.,
2014), donde se manipularon las concentraciones de Cd (10 mg/I, 30 mg/l, 70 mg/l y 100

mg/l) y Hg (5 mg/l, 10 mg/l, 20 mg/l y 50 mg/l).

3.4 POBLACION Y MUESTRA

Para la recoleccion de las muestras se utilizd el muestreo no probabilistico
intencional o por conveniencia, en razon de que la finalidad de la investigaciéon fue
determinar si las bacterias presentes en las aguas provenientes de las tres zonas de
muestreo poseian la capacidad de resistencia a los antibioticos y a los metales pesados.
En tal sentido, se colectaron un total de 27 muestras, las cuales fueron distribuidas por 9

muestras mensuales y 9 por zona respectivamente, tal como se presenta en la Tabla 1.

Tabla 1. Distribucidn de muestras por zonas en Juliaca y meses de muestreo.
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Meses Zona A Zona B Zona C Total
(laguna de (efluente (rio Coata)
oxidacion) Torococha)
Abril 3 3 3 9
Mayo 3 3 3 9
Junio 3 3 3 9
Total 9 9 9 27

Fuente: Elaboracion propia.

3.5 DETERMINACION DE LA RESISTENCIA A LOS ANTIBIOTICOS EN
ENTEROBACTERIAS AISLADAS DE LAS AGUAS RESIDUALES DE LA
CIUDAD DE JULIACA

a. Recoleccion de muestras de agua

Para la obtencion de las muestras se dispuso de la indumentaria de proteccion
personal como mandil, barbijo y guantes (Figura 17 — Anexos), seguidamente se
prepararon los frascos de vidrio de boca ancha con cierre hermético previamente
esterilizados, con una capacidad de un litro, se procedio a la obtencion de las muestras de

agua teniendo cuidado de no contaminarlas, luego se rotuld con los datos necesarios, a

continuacion las muestras fueron colocadas en un cooler donde se mantuvieron a 4 °C

con bolsas de hielo, una vez empacadas fueron trasladadas al Laboratorio de Botanica

General de la Facultad de Ciencias Biologicas de la UNA Puno, el cual cuenta con

equipos para el aislamiento de microorganismos.

b. Aislamiento e identificacion de bacterias lactosa positivos y lactosa negativos

Método: Aislamiento in vitro medio de cultivo selectivo (EMB) y MacConkey.

Fundamento: La siembra directa en un medio selectivo es la técnica de eleccion cuando

se desea aislar una considerable diversidad de organismo, todos ellos capaces de crecer

bajo las condiciones de cultivo empleadas (Stainer, 1996).
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Procedimiento: Para obtener los cultivos puros de las Enterobacterias se esterilizé el asa
de siembra a la llama de fuego del mechero, luego se recogi6 una cantidad de bacterias
que fueron sembradas en estrias sobre la superficie del agar, una vez terminada la siembra
las placas fueron incubadas por 24 horas, pasado ese tiempo, se retiraron las placas de la
incubadora para observar el crecimiento bacteriano, los conteos de colonias se realizaron
en el equipo cuanta colonias.

c. ldentificacion Bioquimica

Fundamento: Se han desarrollado para demostrar en forma clara una determinada
caracteristica bioquimica como la presencia 0 ausencia de una actividad enzimaética,
grupo de enzimas o alguna via metabdlica especifica, crecimiento en presencia de
inhibidores. Estas pruebas se basan en las diferencias metabdlicas entre las bacterias
(Vanegas, 2015).

Procedimiento: La identificacion de las enterobacterias presentes en las aguas residuales
de la ciudad de Juliaca se realizd6 mediante las pruebas bioguimicas propias de cada
bacteria como la presencia o0 ausencia de una actividad enzimatica, para ello se utilizaron
los medios TSI, LIA, Citrato Simons y SIM.

d. Determinacion a la resistencia a los antibioticos

Meétodo: Difusion por disco (Metodologia segln especificaciones de NCCLS, INS 2002).
Fundamento: Este metodo fue desarrollado Bauer, Kirby, recomendado para la
determinacion de la sensibilidad bacteriana a los antibidticos, este método consiste en
depositar en la superficie de un agar solido previamente inoculada con el microorganismo,
discos de papel filtro impregnados con los diferentes antibioticos. Tan pronto el disco
impregnado en antibioticos se pone en contacto con la superficie hiUmeda de agar, el filtro
absorbe el agua y el antibiotico difunde al agar, formandose una gradiente de

concentracion. Transcurridas las 24 horas de incubacion los discos pueden o no aparecer
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rodeados de una zona de inhibicion (Garcia et al., 2000).
Procedimiento: Se seleccionaron colonias para la preparacion y estandarizaciéon de
indculos segln el estandar 0.5 de la escala McFarland, luego se inocul6 la placa y de
forma aséptica se dispusieron los discos de sensibilidad de ceftazidima (30 pg),
amoxicilina/acido clavulanico (20 pg), ciprofloxacina (5 pg), cloranfenicol (30 ug) y
trimetropim sulfametoxazol (25 pg), seguidamente las placas se incubaron a 37 °C por
24 horas. Transcurrido este tiempo se evalud la presencia o ausencia de zonas de
inhibicién producidas alrededor de cada disco, la que se midié en mm con un vernier. Las
respuestas antimicrobianas de las cepas de enterobacterias de sensibilidad, intermedia y
de resistencia se determinaron segun las especificaciones emanadas por el INS (2002).
e. Variables que se analizaron:

- Variable independiente: Discos con antibioticos.

- Variable dependiente: Halos de inhibicion bacteriana.
f.  Analisis bioestadistico de datos:

Los diametros de halos de inhibicidn bacteriana originada por los antibidticos en
cepas aisladas de tres zonas de muestreo, fueron evaluados mediante pruebas de analisis
de varianza y pruebas de Tukey, con un nivel de confiabilidad del 95%. Los anélisis de
datos se realizaron en el software libre Infostat version estudiantil.

Un analisis de varianza es una prueba de analisis bioestadistico inferencial que
compara varianzas entre los promedios de diferentes grupos, para determinar si existe
diferencia estadistica. En la presente investigacion se compararon las varianzas de los
halos de inhibicidn originados por enterobacterias frente a los antibidticos y zonas de

muestreo (laguna de oxidacion, efluente Torococha y rio Coata).

3.6 DETERMINACION DE LA RESISTENCIA A Cd Y Hg EN
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ENTEROBACTERIAS AISLADAS DE LAS AGUAS RESIDUALES DE LA

CIUDAD DE JULIACA
a. Preparacion de las concentraciones stock y crecientes de Cd y Hg
Fundamento: La preparacion de la solucién stock o de mayor concentracion, es obtenida
en un disolvente soluble y que no reaccione, su composicién debe medirse en términos
de volumen y masa, para ello es importante conocer la cantidad de soluto que se encuentra
disuelto por unidad de volumen o masa de disolvente (Garcia et al., 2000).
Procedimiento: La preparacion de solucion stock para Cd se realizd a partir de cloruro
de Cd (CdCly) y la de mercurio con cloruro de mercurio (HgCl), para ello se diluy6 en
1000 ml de agua destilada ambas sales portadoras de metales pesados, seguidamente se
procedio a la preparacién de diluciones a partir de la solucion stock mediante la siguiente
ecuacion: C1V1=C,V-, de donde se prepar0 cuatro concentraciones de 10 mg/l, 30 mg/I,
70 mg/l y 100 mg/I para Cd y cuatro concentraciones de 5 mg/l, 10 mg/l, 20 y 50 mg/I
para Hg.
b. Determinacion de la resistencia a los metales pesados (Cd y Hg).
Meétodo: Recuento de colonias en placa (Moraga, 2003).
Fundamento: EIl recuento se basa en la suposicion de que cada colonia formada se
origina de una sola célula, lo cual no siempre es cierto pues algunas colonias pueden
emerger a partir de un grupo o de una cadena de bacterias, debido a esto, se prefiere
expresar los resultados como unidades formadoras de Colonias por ml (UFC/ml)
(Rodriguez et al., 2005).
Procedimiento: Se prepararon placas con el agar Plate count (APC), suplementado con
los metales de Cd en las concentraciones 10 mg/l, 30 mg/l, 70 mg/l y 100 mg/l; y de Hg
en soluciones de 5 mg/l, 10 mg/l, 20 mg/l y 50 mg/l. Luego se prepard el inoculo

bacteriano en suero fisioldgico segun el estandar 0.5 de McFarland, las cuales fueron
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inoculadas en placas APC suplementadas con las concentraciones de los metales. Se
incubaron por 48 horas a 37 °C, luego del cual se realizé el recuento de colonias, de esta
manera se determind la resistencia de las enterobacterias a las diferentes concentraciones
de metales eligiéndose aquellas cepas con crecimientos a las mayores concentraciones y
segun la zona de muestreo (laguna de oxidacion, efluente Torococha y rio Coata). Los
recuentos de colonias se expresaron en UFC/ml.
a) Variables que se analizaron:

- Variable independiente: Concentraciones de Cd y Hg.

- Variable dependiente: recuento de colonias (UFC/ml) en agar APC.
b) Pruebas bioestadisticas de datos:

Los recuentos de colonias (UFC/ml) de las cepas de enterobacterias aisladas de
tres zonas de muestreo, fueron evaluadas mediante pruebas de analisis de varianza y
pruebas de Tukey, con un nivel de confiabilidad del 95%. Los analisis de datos se
realizaron en el software libre Infostat version estudiantil.

La prueba del analisis de varianza es una prueba inferencial utilizada para
comparar varianzas de los promedios, para lograr evaluar si existe o no diferencia
estadistica en diferentes grupos. En la presente investigacion se compararon las varianzas
de los recuentos de colonias de enterobacterias aisladas por zonas de muestreos (laguna

de oxidacion, efluente Torococha y rio Coata).
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 RESPUESTA ANTIMICROBIANA EN ENTEROBACTERIAS AISLADAS

DE LAS AGUAS RESIDUALES DE LA CIUDAD DE JULIACA

4.1.1 Resistencia antibidtica de E. coli aisladas de tres zonas de muestreo

Tabla 2. Resistencia antimicrobiana segun didmetros de halos de inhibicién por

antibioticos en Escherichia coli aislados de tres zonas de muestreo en Juliaca.

Halos de inhibicion (mm)

Zonas de o Amoxicilina/ _ ] ] Trimetoprim
muestreo Ceftazidima . o Ciprofloxacina Cloranfenicol

(30 1g) Acido Clavulanico 6 19) (30 1g) Sulfametoxazol

Hg Hg HY
(20 ug) (25 po)

25.68 26.68 26.58 11.70 26.00
Laguna de

24,92 27.46 27.00 10.10 25.50
oxidacion

27.10 26.38 27.46 15.00 24.80
Promedio 25.90 26.84 27.01 12.26 25.43
Respuesta Sensible Sensible Sensible Resistencia Sensible

29.42 26.58 38.24 17.36 32.98

Efluente

26.68 28.24 35.20 15.20 34.32
Torococha

27.76 25.40 34.00 16.18 33.54
Promedio 27.95 26.74 35.81 16.25 33.61
Respuesta Sensible Sensible Sensible Intermedio Sensible

25.58 29.98 34.32 18.54 32.56
Rio Coata 25.58 30.60 33.08 18.86 32.66

26.78 28.54 34.90 19.98 34.22
Promedio 25.98 29.71 34.10 19.13 33.15
Respuesta Sensible Sensible Sensible Sensible Sensible

Fuente: Elaboracion propia.
En la Tabla 2 se observan los diametros de los halos inhibicion originados por los
discos de antibidticos en E. coli aisladas de tres zonas de muestreo. Las E. coli aisladas

de la laguna de oxidacion, luego de tres repeticiones presentaron un promedio de 25.90
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mm frente a ceftazidima, 26.84 mm frente a amoxicilina/acido clavulanico, 27.01 mm
frente a ciprofloxacina, 12.26 mm frente a cloranfenicol y 25.43 mm frente a trimetoprim
sulfametoxazol, con estos resultados todas las cepas de E. coli fueron catalogadas con
respuesta sensible, excepto las expuestas a Cloranfenicol donde se obtuvo una respuesta
resistente.

Mientras tanto las E. coli aisladas del efluente Torococha — Juliaca, mostraron
promedios de 27.95 mm frente a ceftazidima, 26.74 mm frente a amoxicilina/acido
clavulanico, 35.81 mm frente a ciprofloxacina, 16.25 mm frente a cloranfenicol y 33.61
mm frente a trimetoprim sulfametoxazol, con estos resultados se afirma que las cepas de
E. coli tuvieron una respuesta sensible, con la excepcidn frente a cloranfenicol donde se
obtuvo una respuesta intermedia.

Por otro lado, las E. coli aisladas del rio Coata — Juliaca, revelaron promedios de
25.98 mm frente a ceftazidima, 29.71 mm frente a amoxicilina/acido clavuléanico, 34.10
mm frente a ciprofloxacina, 19.13 mm frente a cloranfenicol y 33.15 mm frente a
trimetoprim sulfametoxazol, estos resultados afirman que las cepas de E. coli aisladas en
la zona de muestreo en mencidn, tuvieron una respuesta sensible.

Tabla 3. Analisis de varianza y pruebas de Tukey realizado a los halos de inhibicion

microbiana en E. coli aisladas de tres zonas de muestreo en Juliaca.

Bacteria Antibisticos Zonas de Anadlisis de varianza Prueba de
muestreo Fc P-valor Tukey (Prom)
Lag_Oxid_Jul A (25.90)
Ceftazidima Efl_Toroc_Jul 3.37 0.1043 A (25.98)
Rio_Coata_Jul A (27.95)
Lag_Oxid_Jul A (26.84)
) Amox/Ac.Clav Efl_Toroc_Jul 7.38 0.0242 A (26.74)
E. coll Rio_Coata_Jul B (29.71)
Lag_Oxid_Jul A (27.01)
Ciprofloxacina Efl_Toroc_Jul 33.57 0.0006 B (35.81)
Rio_Coata_Jul B (34.10)
Cloranfenicol Lag_Oxid_Jul 13.37 0.0061 A (12.27)
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Efl_Toroc_Jul AB (16.25)
Rio_Coata_Jul B (19.13)
Lag_Oxid_Jul A (25.43)
Trimetr/Sulfam Efl_Toroc_Jul 112.87 <0.0001 B (33.61)
Rio_Coata_Jul B (33.15)

En la Tabla 3 se muestran los resultados de los analisis de varianza y pruebas de
Tukey a los promedios de didmetros de halos de inhibicion originadas por los discos de
antibioticos en cepas de E. coli aisladas de tres zonas de muestreo (laguna de oxidacion,
efluente Torococha y rio Coata). Las cepas de E. coli aisladas de las tres zonas de
muestreo presentaron diametros de halos de inhibicion similares es decir no presentaron
diferencia estadistica significativa (Fc=3.37; P=0.1043) frente a la ceftazidima.

Por otro lado, en cepas aisladas de E. coli frente a los discos de amoxicilina/acido
clavulanico, los diametros de halos de inhibicion resultaron con diferencia estadistica
significativa (Fc=7.38; P=0.0242), donde los mayores diametros se obtuvieron en cepas
aisladas del rio Coata (29.71 mm), mientras tanto los diametros obtenidos en cepas
aisladas de la laguna de oxidacion (26.84 mm) y efluente Torococha (26.74 mm)
resultaron similares (Figura 2).

Asimismo, las cepas aisladas de E. coli frente a los discos de ciprofloxacina, los
diametros de halos de inhibicion resultaron con diferencia estadistica significativa
(Fc=33.57; P=0.0006), donde los mayores didametros de halos de inhibicion se obtuvieron
en cepas aisladas del efluente Torococha (35.81 mm) y rio Coata (34.10 mm), superando
los diametros obtenidos en cepas de E. coli aisladas de la laguna de oxidacion que

resultaron con un halo promedio de 27.01 mm (Figura 3).
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2052

2853

HALO_AMOX/AG_ECOLI

ERL_TORGC_JUL LAG_OHD_AL RO_COATA_ AL
ZONAS_ECOLI

Figura 2. Prueba Tukey de halos de inhibicién (mm) E. coli frente a amoxicilina/acido

clavulanico, aisladas de tres zonas de muestreo.

34 48]

HALO_CIPROF_ECOLI
B

LAG_OXD_L RIO_COATA_AL EFL_TORDG_JL
ZONAS_ECOLI

Figura 3. Prueba Tukey de halos de inhibicion (mm) E. coli frente a ciprofloxacina,
aisladas de tres zonas de muestreo.

Por otro lado, las cepas aisladas de E. coli frente a los discos de Cloranfenicol, los

diametros de halos de inhibicidn resultaron con diferencia estadistica significativa
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(Fc=13.37; P=0.0061), donde los mayores didmetros de halos de inhibicion se obtuvieron
en cepas aisladas del rio Coata (19.13 mm) y el menor didmetro en cepas aisladas de la

laguna de oxidacion (12.27 mm) (Figura 4).

2048

LAG_OXIDL AL EFL_TOROC_AL RI0_OOATA_JUL
ZONAS_ECOLI

Figura 4. Prueba Tukey de halos de inhibicion (mm) E. coli frente a cloranfenicol,
aisladas de tres zonas de muestreo.

Ademas, las cepas aisladas de E. coli frente a los discos de trimetoprim
sulfametoxazol, los didmetros de halos de inhibicidn resultaron con diferencia estadistica
significativa (Fc=112.87; P<0.0001), donde los mayores diametros de halos de inhibicion
se obtuvieron en cepas aisladas del rio Coata (33.15 mm) y del efluente Torococha (33.61
mm) y el menor didmetro en cepas aisladas de la laguna de oxidacion (25.43 mm) (Figura

5).
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3449

HALO_TRIMET_ECOLI
8

LAG_OXD_L FIC_COATA_AL EFL_TOROC_ILL
ZONAS_ECOLI

Figura 5. Prueba Tukey de halos de inhibicion (mm) E. coli frente a trimetroprim

sulfametoxazol, aisladas de tres zonas de muestreo.

En la investigacion se determind que las cepas de E. coli aisladas de las tres zonas
de muestreo, aquellas que fueron aisladas de la laguna de oxidacion y el efluente
Torococha resultaron con una respuesta de resistencia e intermedia, respectivamente.
Estas bacterias presentaron dichas respuestas debido al uso indiscriminado de antibidticos
en los tratamientos médicos, asi como los veterinarios, que por medio del alcantarillado
ingresan al medio ambiente de manera excesiva, desencadenando que las concentraciones
de antibioticos inferiores a la inhibicién lograrian originar un impacto en la fisiologia
celular bacteriana alterando la expresion de los genes que otorgan la resistencia a los
antibidticos (Ohlsen et al., 2004).

Por otro lado, el origen de la resistencia antimicrobiana por parte de las bacterias
que habitan un ecosistema se deberia a la persistencia de contaminantes en dicho
ambiente, tal como lo afirma Rizzo (2013), donde las plantas de tratamiento de aguas
residuales se constituyen en un entorno favorable para la promocion del desarrollo y la

propagacion de la resistencia a los antibidticos, en ellas se combinan muchos factores
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como la alta densidad celular a causa del continuo ingreso de nutrientes, de antibidticos
y bacterias resistentes a los mismos.

En la presente investigacion las cepas de E. coli aisladas de la laguna de
ooxidacion resultaron con respuesta resistente al cloranfenicol originando halos
promedios de 12.26 mm; esta capacidad que poseen las bacterias se deberia al mecanismo
de inactivacion del antibidtico mediante la acetilacion dependiente de la enzima
cloranfenicol acetil transferasa - CAT (Murray & Shaw, 1997). La resistencia bacteriana
puede darse cuando son portadoras de los genes que codifican para los distintos tipos de
CAT, y ser transferidos desde cepas de Shigella y de otras enterobacterias, quienes
intercambian material genético y resultan codificados en plasmidos o bien en el
cromosoma bacteriano, que muchas se encuentran asociados a la presencia de
transposones e integrones (Bunny et al., 1995).

Aparte de las CAT que se clasifican en tipo A y tipo B debido a sus variantes en
las secuencias de amino&cidos, existe otro mecanismo de resistencia al cloranfenicol, la
cual es mediada por los sistemas de exportadores especificos para el antibidtico
cloranfenicol, dichas proteinas estan codificadas por los genes cmlA y floR (Schwarz et
al., 2004). Es probable que la cepa aislada en la laguna de oxidacion que presentd
resistencia al cloranfenicol sea una cepa veterinaria, en razon de que el gen floR, fue
encontrado en cepas de E. coli O26 (Srinivasan et al., 2007). Segin Mosquito et al. (2010)
afirman que los genes CAT frecuentemente se ubican en cepas diarreogénicas de E. coli
(DEC), DEC control y en cepas comensales; por otro lado, los genes floR y cmlA, se
encontraron con mayor frecuencia solo en el grupo de cepas comensales, estos reportes
nos hacen inferir que entre las cepas de E. coli aisladas de las diferentes zonas de
muestreos tendrian un origen humano y animal, asimismo tendrian efectos patdgenos para

el hombre y también se encuentran en cepas comensales.
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Solo las cepas de E. coli aisladas de la laguna de oxidacion resultaron ser
resistentes al cloranfenicol, el resto de cepas aisladas del efluente Torococha y rio Coata,
presentaron una respuesta sensible al antibiotico, debiendo a su fuerte mecanismo de
accion especifico inhibiendo la biosintesis proteica bacteriana, impidiendo la elongacién
de la cadena de péptidos enlazandose de forma reversible al punto central de la

peptidiltranferasa del ribosoma 70S (Schwarz et al., 2004).

4.1.2 Resistencia antibiotica de Proteus sp aisladas de tres zonas de muestreo

Tabla 4. Resistencia antimicrobiana segun diametros de halos de inhibicion en Proteus

sp aisladas en dos zonas de muestreo en Juliaca.

Halos de inhibicion (mm)

Amoxicilina/
Zona de o i ) ) . Trimetoprim
Ceftazidima Acido Ciprofloxacina Cloranfenicol
muestreo Sulfametoxazol
(30 pg) Clavulanico (20 (5 ug) (30 Hg)
(25 ug)
Hg)
20.38 8.24 28.84 12.40 31.10
Laguna de
o 18.58 12.26 24.42 13.74 34.40
oxidacion
23.58 8.54 27.70 14.92 37.30
Promedio 20.85 9.68 26.99 13.69 34.27
Respuesta Sensible Resistente Sensible Intermedio Sensible
22.04 23.56 34.12 13.76 30.60
Rio Coata 22.02 27.08 28.80 17.08 39.44
26.84 17.48 30.80 11.16 31.20
Promedio 23.63 22.71 31.24 14.00 33.75
Respuesta Sensible Sensible Sensible Intermedio Sensible

En la Tabla 4, se muestran los resultados de los diametros de halos de inhibicion
de las cepas de Proteus sp frente a los discos de sensibilidad, las cuales fueron aisladas
en dos de tres zonas de muestreo (laguna de oxidacion y rio Coata), en ella se aprecia que
todas las cepas aisladas resultaron sensibles a los antibioticos ceftazidina, amoxicilina /

acido clavulénico, ciprofloxacina y trimetroprim sulfametoxazol; mientas que al
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cloranfenicol las cepas de Proteus sp aisladas de ambas zonas de muestreo resultaron
tener una respuesta intermedia.

Tabla 5. Analisis de varianza y pruebas de Tukey realizado en halos de inhibicién

microbiana en Proteus sp aisladas de dos zonas de muestreo en Juliaca.

Zonas de Andlisis de varianza Prueba de
Bacteria Antibidticos
muestreo Fc P-valor Tukey (Prom)
Lag_Oxid_Jul A (20.85)
Ceftazidima 1.65 0.2684
Rio_Coata_Jul A (23.63)
; Lag_Oxid_Jul A (9.68)
Amox/Ac.Clav 17.80 0.0135
Rio_Coata_Jul B (22.71)
) ) Lag_Oxid_Jul A (26.99)
Proteus sp Ciprofloxacina 4.35 0.1054
Rio_Coata_Jul A (31.24)
] Lag_Oxid_Jul A (13.69)
Cloranfenicol 0.03 0.8745
Rio_Coata_Jul A (14.00)
) Lag_Oxid_Jul A (33.75)
Trimetr/Sulfam 0.02 0.8848
Rio_Coata_Jul A (34.27)

25 857

21.47-

17.280

HALO_AMOX/AC_PROTEUS

13100

A

LAG_OX0_JL RIO_COATA JUL
ZONAS_PROTEUS

Figura 6. Prueba Tukey de halos de inhibicion (mm) Proteus sp frente a

amoxicilina/acido clavulanico, aisladas de dos zonas de muestreo.
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En la Tabla 5 se divisan que las cepas de Proteus sp aisladas de dos zonas de
muestreo presentaron didmetros de halos de inhibicién similares, no presentando
diferencia estadistica significativa (Fc=1.65; P=0.2684) a ceftazidima. Frente a los discos
de amoxicilina/acido clavulanico, los diametros de halos resultaron con diferencia
estadistica significativa (Fc=17.80; P=0.0135), donde los mayores didmetros fueron
obtenidos en cepas del rio Coata (22.71 mm) en comparacién con cepas de la laguna de
oxidacion (9.68 mm) que fueron menores (Figura 6). Por otro lado, ante los discos de
ciprofloxacina (Fc=4.35; P=0.1054), Cloranfenicol (Fc=0.03; P=0.8745) y trimetoprim/
sulfametoxazol (Fc=0.02 y P=0.8848), los halos de inhibicién resultaron no poseer
diferencia estadistica significativa.

Frente a estudios regionales, los resultados obtenidos en este trabajo de
investigacion respecto a la resistencia antimicrobiana en Proteus sp y E. coli, asiladas de
aguas del rio Coata presentaron una reaccién sensible a los cinco antibioticos usados en
el presente estudio, en contraste con el resultado obtenido por Mollocondo, (2020), donde
E. coli presentd una reaccion intermedia frente a cloranfenicol.

La respuesta intermedia al cloranfenicol que presentaron las cepas de Proteus sp
aisladas en la investigacion estarian relacionadas con una resistencia plasmidica, tal como
sucede frente a las sulfonamidas, lo cual es confirmado por Cantén & Sanchez (2010)
quienes afirman que Proteus penneri fue resistente al cloranfenicol, pero todavia existe
discrepancias de estos resultados segun el método utilizado segun la concentracion del
antibidtico. Los resultados obtenidos fueron similares a los reportados por estos autores
ya que con discos de cloranfenicol de 30 pg lograron halos de inhibicion de menos de 14
mm.

Las bacterias poseen la capacidad de desarrollar mecanismos de defensa frente a

cualquier amenaza contra su vida, la reproduccion y su sobrevivencia, tales como
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modificaciones y/o adaptaciones genéticas o estructurales. Generalmente las bacterias
poseen resistencia a los antibidticos a consecuencia de mutaciones cromosomales e
intercambio de material genético de otras bacterias o fagos, mediante mecanismos de
transformacion, transduccion, transposicién y conjugacion bacteriana (Calderén &
Aguilar, 2016).

La respuesta intermedia a un antibidtico en algunas cepas de Proteus sp y no en
todas frente a algunos antibioticos, se daria a que poseerian una resistencia natural que
tiene un caracter constante siendo un mecanismo de caracter permanente, el cual se
determina genéticamente y no tiene correlacion con la dosis de antibidtico, tal como
sucede con la resistencia que posee Proteus mirabilis frente a las tetraciclinas que
presenta un proceso natural de expulsidn del antibiético y a la colistina, donde la cepa
bacteriana disminuye la afinidad de los antibidticos polipeptidicos al sitio blanco
(Fernandez et al., 2003).

Por otro lado, la respuesta intermedia de cepas de Proteus sp, se originaria debido
a gue posee resistencia mediante el mecanismos de la transferencia horizontal genética
(THG) que consiste en la herencia extra cromosémica, el cual se inicia mediante el
aislamiento de bacterias patdgenas que presentan resistencia a muchos antibioticos
prescritos en clinica (Liebert et al., 1999) quienes son denominados bacterias
multirresistentes, y la resistencia antimicrobiana se debe al proceso de presion, seleccion
y adaptacion genodmica y la fenotipica basada en la THG, el cual se presento en el 80%
de resistencias evaluadas en enterobacterias (Turina, 2015).

En tal sentido al analizar los resultados se confirma que de todas las
enterobacterias evaluadas en la presente investigacion, algunas cepas presentaron
respuestas intermedia y de resistencia a los antibidticos, esto seria a causa de que las

bacterias patogenas del ser humano y de los animales se vierten a los medios acuaticos
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mediante las aguas residuales, muchas de estas poseen genes de resistencia a muchos
antibidticos insertados en sus plasmidos, y serian transferidos a cepas que no la poseen
debido a la capacidad de intercambiar el material genético entre comunidades bacterianas

presentes en el mismo medio acuético.

4.1.3 Resistencia antibiotica de Citrobacter sp aisladas de tres zonas de muestreo

Tabla 6. Resistencia antimicrobiana segin didmetros de halos de inhibicion en

Citrobacter sp, aisladas de la laguna de oxidacion en Juliaca.

Halos de inhibicion (mm)

Amoxicilina/ ) )
Zona de o o ] ] ] Trimetoprim
Ceftazidima Acido Ciprofloxacina Cloranfenicol
muestreo . Sulfametoxazol
(30 pg) Clavulanico (20 (5 ng) (30 pg)
(25 ug)
Ha)
24.42 11.18 33.52 11.10 27.80
Laguna de
o 24.08 13.76 31.58 16.10 32.20
oxidacion
22.80 11.80 26.50 12.40 24.80
Promedio 23.77 12.25 30.53 13.20 28.27
Respuesta Sensible Resistente Sensible Intermedio Sensible

En la Tabla 6, se muestran los didmetros de las repeticiones y su promedio de los
halos de inhibicion de cepas de Citrobacter sp aisladas de la laguna de oxidacion frente
a los discos de sensibilidad, ante la ceftazidina, la ciprofloxacina y el trimetoprim
sulfametoxazol las respuestas arrojaron ser sensibles con 23.77 mm, 30.53 mm y 28.27
mm, respectivamente; sin embargo, frente a cloranfenicol con un diametro de 13.20 mm
la respuesta fue intermedia y ante la amoxicilina/acido clavulanico con un diametros de
12.25 mm, resultaron con respuesta resistente.

La resistencia de las cepas de Citrobacter sp a la amoxicilina/acido clavulanico y
respuesta intermedia al Cloranfenicol, concuerda con lo mencionado por Gomez et al.

(2002), quienes manifiestan que bacterias pertenecientes a la Familia Enterobacteriaceae
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como Escherichia, Enterobacter, Serratia y Citrobacter, poseen multiresistencia a los
antibidticos. Por otro lado, los resultados coinciden con lo reportado por Castafieda et al.
(2009) quienes entre las bacterias aisladas de las playas de la isla Margarita (Venezuela),
mencionan a Citrobacter freundii, Enterobacter cloacae (sensible a Cefepime) y
Enterobacter agglomerans con resistencia a ampicilina y eritromicina. Asimismo, los
resultados obtenidos fueron similares a los obtenidos por Rivera et al. (2006) quienes en
el rio Alseseca de Puebla (México) determinaron enterobacterias como Escherichia coli,
Enterobacter sp y Citrobacter sp, mostraron resistencia a cabermicilina.

La resistencia que presentaron las cepas de Citrobacter sp frente a la
amoxicilina/acido clavulanico, es probable que se deba a que son portadoras de diversos
mecanismos moleculares y genéticos propios de cada bacteria, frente a otras que las
carecen, lo cual es confirmado por Granados & Villaverde (2003), quienes indican que
cepas de Serratia sp (otra enterobacteria) presentd resistencia a los antibidticos e incluso
a los desinfectantes;

Con estos resultados e interpretaciones se afirma que las enterobacterias tienen la
capacidad de adaptarse a diferentes condiciones adversas, razén por la cual originan sus
propios mecanismos de defensa frente a los antibidticos, que al igual que la
automedicacion las bacterias sobreviven en presencia de los contaminantes fisicos,
quimicos y biologicos de las aguas residuales domésticas y al estar en contacto se adaptan
evolucionando o activando su material genético para desintoxicar a los contaminantes o

bien responder frente a los antibioticos.
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4.1.4 Resistencia antibiotica de Enterobacter sp aisladas de tres zonas de muestreo

Tabla 7. Resistencia antimicrobiana segin didmetros de halos de inhibicion en

Enterobacter sp, aisladas del efluente Torococha en Juliaca.

Halos de inhibicién (mm)

Amoxicilina/
Zona de o o ) ) ) Trimetoprim
Ceftazidima Acido Ciprofloxacina Cloranfenicol
muestreo . Sulfametoxazol
(30 pg) Clavulénico (20 (5 ng) (30 pg)
(25 ug)
Hg)
26.4 27.04 35.96 16.56 35.40
Efluente
23.28 22.76 34.32 10.60 32.20
Torococha
16.88 25.32 34.40 7.40 37.88
Promedio 22.19 25.04 34.89 11.52 35.16
Respuesta Sensible Sensible Sensible Resistente Sensible

En la Tabla 7, se observa los resultados de los didmetros de halos de inhibicion de
las cepas de Enterobacter sp frente a los discos de sensibilidad aisladas del efluente
Torococha, donde resultoé con diametros promedios de 22.19 mm, 25.04 mm, 34.89 mm
y 35.16 mm, todas con respuesta sensible, frente a ceftaxidima, amoxicilina/acido
clavulanico, ciprofloxacina y trimetoprim sulfametoxazol, respectivamente, a excepcion
del cloranfenicol con 11.52 mm, donde las cepas de Enterobacter sp resultaron con
respuesta resistente.

La resistencia de las cepas de Enterobacter sp al cloranfenicol, fue similar a lo
obtenido por Gomez et al. (2002) quienes manifiestan que bacterias del Género
Enterobacter, posee multiresistencia a los antibioticos. De similar forma con lo reportado
por Castafieda et al. (2009) quienes aislaron bacterias desde las playas de la isla Margarita
(Venezuela), determinaron que Enterobacter cloacae y Enterobacter agglomerans fueron
resistentes a ampicilina y eritromicina. Asimismo, fueron similares a los obtenidos por
Rivera et al. (2006) quienes en el rio Alseseca de Puebla (México) registraron la presencia

de Enterobacter sp resistente a cabermicilina.
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Sulca & Alvarado (2018) también encontraron resultados parecidos al aislar
enterobacterias del agua superficial del litoral de Lima (Peru) resistentes a los antibioticos
los que se constituye en una preocupacion para la salud publica y ambiental. La gran
mayoria de las cepas bacterianas aisladas fueron sensibles a la mayoria de los antibioticos,
esto se deberia a que las aguas residuales evaluadas careceria de antibidticos que
generarian resistencia, otra razon seria de que los contaminantes de las aguas residuales
solo seria aguas residuales domésticas, mas no poseerian aguas residuales hospitalarias
que si podrian ser portadoras de antibidticos (Schwartz et al., 2003) y las enterobacterias
poseerian la capacidad de adaptarse por diversos mecanismos biomolecular tales como
las mutaciones y las recombinaciones génicas, logrando la resistencia a antibiéticos
(Rivera et al., 2013). EIl estudio de este tipo de cepas enterobacterianas deberia de
continuar en razén de que serian perjudiciales y pondrian en riesgo la salud publica
circundante, ya que se constituirian patdgenos oportunistas y originarian infecciones en
personas susceptibles que tendrian contacto con dichas muestras de agua (Simmons &
Gibson, 2012).

Por lo analizado anteriormente, se determind que existen enterobacterias como E.
coli, Proteus sp, Citrobacter sp y Enterobacter sp, con capacidad de resistencia a los
antibidticos, se desconoce su origen, pero con interpretaciones de la revisién bibliografica
las bacterias que no poseen resistencia a los antibioticos se transforman en resistentes,
debido probablemente a mecanismos de transferencia genética horizontal mediante el pili
sexual, la otra causa seria que las bacterias al ser sometidas a los contaminantes, muchas
veces toxicos, generan vias metabolicos con la finalidad de neutralizar su toxicidad, estos

dos procesos serian los que estarian originando la resistencia a los antibidticos.
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4.2 RESISTENCIA A METALES PESADOS EN ENTEROBACTERIAS

AISLADAS DE LAS AGUAS RESIDUALES DE LA CIUDAD DE JULIACA

4.2.1 Resistencia a Cd en Escherichia coli aisladas de tres puntos de muestreo

Tabla 8. Resistencia a Cd segun recuento de colonias de Escherichia coli (UFC/ml)

aisladas de tres zonas de muestreo en Juliaca.

Zona de Recuento de colonias en concentraciones de Cd
muestreo 10 mg/l 30 mg/l 70 mg/l 100 mg/l
1968 368 60 20
Laguna de
L 1152 432 64 90
oxidacion
1410 376 59 67
Promedio 1510 392 61 59
1424 184 122 58
Efluente
1320 160 86 64
Torococha
1297 148 65 73
Promedio 1347 164 91 65
1280 256 122 56
Rio Coata 1144 384 124 44
1098 413 129 38
Promedio 1174 351 125 46

En la Tabla 8 se exponen los recuentos de colonias de Escherichia coli aisladas
de tres zonas de muestreo, en medios de cultivo conteniendo cuatro concentraciones
crecientes de Cd. En medios de cultivo conteniendo 10 mg/l de Cd, las cepas tuvieron un
crecimiento promedio de 1510 UFC/ml, 1347 UFC/ml y 1174 UFC/ml, aisladas de la
laguna de oxidacién, efluente Torococha y rio Coata, respectivamente, resultando mayor
en cepas aisladas de la laguna de oxidacion. En ese mismo orden de zonas de muestreo,
a concentraciones de 30 mg/l de Cd, las cepas tuvieron un crecimiento promedio de 392
UFC/ml, 164 UFC/mly 351 UFC/ml, resultando mayor en cepas aisladas de la laguna de
oxidacion. Frente a concentraciones de 70 mg/l de Cd, las cepas tuvieron un crecimiento

promedio de 61 UFC/ml, 91 UFC/mly 125 UFC/ml, resultando mayor en cepas aisladas
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del rio Coata, seguido de efluente Torococha y laguna de oxidacién. Mientras tanto, a
concentraciones de 100 mg/l de Cd, las cepas tuvieron un crecimiento promedio de 59
UFC/ml, 65 UFC/ml y 46 UFC/ml, resultando mayor en cepas aisladas del efluente
Torococha, seguido de la laguna de oxidacion y el rio Coata.

Tabla 9. Anélisis de varianza y pruebas de Tukey realizado a los recuentos de colonias

(UFC/mlI) de E. coli en cuatro concentraciones de Cd aisladas de tres zonas de muestreo

en Juliaca.
Bacteria Concentraciones Zonas de Anadlisis de varianza Prueba de
de Cd muestreo Fc P-valor Tukey (Prom)
Lag_Oxid_Jul A (1510.00)
10 mg/l Efl_Toroc_Jul 1.36 0.3269 A (1347.00)
Rio_Coata_Jul A (1174.00)
Lag_Oxid_Jul B (392.00)
30 mg/I Efl_Toroc_Jul 15.58 0.0042 A (164.00)
E col Rio_Coata_Jul B (351.00)
Lag_Oxid_Jul A (61.00)
70 mg/Il Efl_Toroc_Jul 10.84 0.0102 B (91.00)
Rio_Coata_Jul B (125.00)
Lag_Oxid_Jul A (59.00)
100 mg/I Efl_Toroc_Jul 0.60 0.5785 A (65.00)
Rio_Coata_Jul A (46.00)

En la Tabla 9 se reportan los resultados del andlisis bioestadistico de datos, donde
se aprecia que los recuentos de colonias (UFC/mI) de E. coli aisladas de las tres zonas de
muestreo y cultivadas en medios conteniendo 10 mg/l no presentaron diferencia
estadistica significativa (Fc=1.36; P=0.3269). Mientras tanto, el recuento de colonias de
a concentraciones de 30 mg/l de Cd si presentaron diferencias estadisticas significativa
(Fc=15.58, P=0.0042) siendo mayores en aquellas aisladas de la laguna de oxidacion
(392.00 UFC/ml) y rio Coata (351.00 UFC/mI) y menor en cepas del efluente Torococha
con un promedio de 164.00 UFC/ml (Figura 7). Asimismo, el recuento de colonias de E.

coli a concentraciones de 70 mg/l de Cd también resultaron con diferencia estadistica
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significativa (Fc=10.84; P=0.0102), presentdndose mayores recuentos en cepas aisladas
del efluente Torococha (91.00 UFC/ml) y del rio Coata (125.00 UFC/mI) y menor en
cepas de la laguna de oxidacion (61.00 UFC/ml) (Figura 8). Por otro lado, el recuento de
colonias de E. coli aisladas de las tres zonas de estudio a una concentracion de 100 mg/I

no presentd diferencia estadistica significativa (Fc=0.60, P=0.5785).

43573
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EF1_TOROC_AL RIO_OOATA_JL LAG_OXD_JUL
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Figura 7. Prueba Tukey de recuentos de colonias (UFC/ml) a 30 mg/l de Cd en E. coli

aislada de tres zonas de muestreo.
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Figura 8. Prueba Tukey de recuentos de colonias (UFC/ml) a 70 mg/l de Cd en E. coli
aislada de tres zonas de muestreo.

Los resultados obtenidos en la investigacion fueron superiores a los obtenidos por
Mendoza (2022) quien manifiesta que Escherichia coli presento resistencia al Cd hasta
concentraciones de 50 mg/l de Cd, dandonos a conocer que las bacterias aisladas poseen
mayor resistencia que las cepas del autor en mencion, pero que el nimero de colonias
disminuy6 mientras las concentraciones del metal se incrementaron en los medios de
cultivo. La reduccion del recuento de colonias observada en la investigacion, también fue
percibida por Quispe (2017) quien en enterobacterias aisladas del rio Ramis (Puno - Peru)
presentaron resistencia a otros metales como el plomo a concentracién de 2000 pg/ml; a
los reportados por Coila (2017) quien en cepas bacterianas de la laguna de oxidacién de
la ciudad de Puno (Per0) registro Escherichia coli y Enterobacter sp resultaron resistentes

a 50 mg/l de plomo.
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E. coli entre las enterobacterias aisladas resistieron las concentraciones de Cd
contenidas en los medios de cultivo, esto se deberia probablemente a que dichas bacterias
poseen mecanismos de biotransformacion y biodisposicién intracelular propias de cada
cepa (Soto et al., 2010), por otro lado, las bacterias que habitarian zonas contaminadas,
Ilegarian a adaptarse gracias a que generarian mecanismos fisiolégicos de acumulacion y
estabilidad (Haferburg & Kothe, 2007), llegando a desarrollar sistemas que contrarrestan
los efectos dafiinos y toxicos a altas concentraciones de los metales pesados (Trajanovska
et al., 1997), donde muchas bacterias no llegan a proliferar en condiciones altas de
metales y su resistencia para estaria inducido por la generacion de mecanismos genéticos
codificados en sus plasmidos y su cromosoma central (Vullo et al., 2005).

Asimismo, frente al crecimiento de E. coli en medios conteniendo Cd, Silver &
Phung (2005) afirman que se deberia a que presentan mecanismos de resistencia para
lograr tolerar sus efectos toxicos, como la quelacion de iones, disminuyendo asi su
toxicidad, modifican también el estado de dxido reduccion de los metales, gracias a las
enzimas que poseen, y a los transportadores de membrana citoplasmatica que expulsarian
los iones nocivos desde su citoplasma (Cervantes et al., 2006). Otro mecanismo de
resistencia de E. coli seria el citado por Naik & Dubey (2013), quienes indican la
presencia de proteinas metalotioneinas que retienen y desactivan la toxicidad de los
metales bioacumulandolos intracelularmente, o bien realizando biosorcion en la
superficie bacteriana y la bioprecipitacion de los metales, gracias al alto contenido de
residuos de cisteina (Cys) que retienen a los iones metalicos (Capdevila et al., 2012).
Jaroslawiecka & Piotrowska, (2014), agregan gque también se deberia a la presencia de
polisacaridos y la unién de los iones hacia sus paredes celulares o sistemas de eflujo.

Con estos resultados se afirma que E. coli expuestas a Cd aisladas de aguas

residuales poseen un gran potencial de resistencia a las concentraciones propuestas en la
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investigacion ya que a 50 mg/l de Cd presento crecimiento de colonias, esta caracteristica
estaria inducida por mecanismos fisiologicos y genéticos de cada cepa, entre ellos los
componentes celulares, su potencial enzimatico, los transportadores de membrana y las

metalotioneinas.

4.2.2 Resistencia a Cd en Proteus sp aisladas de dos zonas de muestreo

Tabla 10. Resistencia a Cd segun recuento de colonias de Proteus sp (UFC/ml) aisladas

de dos zonas de muestreo en Juliaca.

Zona de Recuento de colonias en concentraciones de Cd
muestreo 10 mg/l 30 mg/l 70 mg/l 100 mg/l
264 110 56 38
Laguna de
L 208 114 64 46
oxidacion
218 115 66 48
Promedio 230 113 62 44
0 0 0 0
Rio Coata * 0 0 0 0
0 0 0 0
Promedio 0 0 0 0

* Datos transformados a raiz cuadrada (x+0.5) para el analisis bioestadistico.

En la Tabla 10, se visualizan los recuentos de colonias de cepas de Proteus sp
aisladas de dos zonas de muestreo en cuatro concentraciones diferentes de Cd, donde los
recuentos de colonias solo se obtuvieron en cepas aisladas de la laguna de oxidacion con
promedios de 230 UFC/ml a 10 mg/l de Cd, 113 UFC/ml a 30 mg/l, 62 UFC/ml a 70 mg/|
y 44 UFC/ml a 100 mg/l, como se observa el recuento disminuye mientras la
concentracion del Cd incrementa. Mientras tanto, las cepas de E. coli aisladas del rio

Coata no presentaron crecimientos de colonias a las concentraciones formuladas.
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Tabla 11. Analisis de varianza y pruebas de Tukey realizado a los recuentos de colonias
(UFC/ml) en Proteus sp en cuatro concentraciones de Cd aisladas de dos zonas de

muestreo en Juliaca.

Bacteri Concentraciones Zonas de Anadlisis de varianza Prueba de
acteria
de Cd muestreo Fc P-valor Tukey (Prom)
Lag_Oxid_Jul B (15.16)
10 mg/I 666.89 <0.0001
Rio_Coata_Jul A (0.71)
Lag_Oxid_Jul B (10.65)
30 mg/l 19136.51 <0.0001
Rio_Coata_Jul A (0.71)
Proteus sp _
Lag_Oxid_Jul B (7.90)
70 mg/l 1355.51 <0.0001
Rio_Coata_Jul A (0.71)
Lag_Oxid_Jul B (6.66)
100 mg/I 654.82 <0.0001
Rio_Coata_Jul A (0.71)

En la Tabla 11 se observan los resultados de analisis de varianza y pruebas de
Tukey de las cepas de Proteus sp en cuatro concentraciones de Cd aisladas de dos zonas
de muestreo. Frente a una concentracion de 10 mg/l el crecimiento de colonias presentd
diferencia estadistica significativa (Fc=666.89; P<0.0001), siendo mayor en cepas
aisladas de la laguna de oxidacion (15.16 UFC/ml) seguido de cepas del rio Coata (0.71
UFC/ml) (Figura 9). Por otro lado, frente a 30 mg/l de Cd, los recuentos de colonias
presentaron diferencias estadisticas significativas (Fc=19136.51; P<0.0001), donde se
obtuvo mayor recuento de colonias en cepas de la laguna de oxidacion (10.65 UFC/ml) y
menor en cepas del rio Coata (0.71 UFC/ml) (Figura 10). Asimismo, a una concentracion
de 70 mg/l de Cd los recuentos de colonias resultaron con diferencias estadisticas
significativas (Fc=1355.51; P<0.0001), siendo mayor en cepas de la laguna de oxidacion
(7.90 UFC/mI) seguido del rio Coata (0.71 UFC/mI) (Figura 11). En tanto que, ante una
concentracion de 100 mg/l de Cd los recuentos de colonias presentaron diferencias
estadisticas significativas (Fc=654.82; P=0.0001), considerando mayores recuentos en
cepas aisladas de la laguna de oxidacién (6.66 UFC/ml) y menor en aquellas aisladas del

rio Coata (0.71 UFC/ml) (Figura 12).
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Figura 9. Prueba Tukey de recuentos de colonias (UFC/ml) a 10 mg/l de Cd en Proteus
sp aislada de dos zonas de muestreo.
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Figura 10. Prueba Tukey de recuentos de colonias (UFC/ml) a 30 mg/l de Cd en Proteus

sp aislada de dos zonas de muestreo.

58

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



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

CONC_70_PROTEUS_TRANSF

A

RIC_COATA_JUL LAG_CXID_JUL
ZONAS_PROTEUS

Figura 11. Prueba Tukey de recuentos de colonias (UFC/ml) a 70 mg/l de Cd en Proteus
sp aislada de dos zonas de muestreo.
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Figura 12. Prueba Tukey de recuentos de colonias (UFC/ml) a 100 mg/l de Cd en Proteus
sp aislada de dos zonas de muestreo.
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Las cepas de Proteus sp aisladas de la laguna de oxidacién fueron las Unicas que
presentaron crecimiento de colonias frente a las concentraciones de Cd; mientras que las
cepas aisladas del rio Coata no presentaron crecimiento. Estos resultados fueron similares
a los obtenidos por Martinez et al. (2010) quienes en cepas bacterianas aisladas del rio
Almendares (Cuba) determinaron resistencia a los metales pesados, por otro lado Soto et
al. (2010) también determinaron bacterias de los géneros Micrococcus sp y Pseudomonas
sp resistentes a Cr y Pb; Panigatti et al. (2012) demostr6 que las enterobacterias
desarrollaron crecimiento 200 mg/l de Cr; Mufioz et al. (2012) afirmaron que la
enterobacteria Klebsiella sp aislada de agua residual, sobrevivié a concentraciones de
Pb, Zny Ag.

La resistencia que presentaron las cepas de Proteus sp en especial las aisladas de
la laguna de oxidacién exhibieron resistencia al Cd, Segin Martinez et al. (2010) se
atribuye a que el ambiente acuatico muestreado (aguas residuales), presente metales tanto
en el sedimento y el agua, y la exposicion a éstos permitiria generar la seleccion de
microorganismos ante las condiciones adversas del ecosistema acuatico, tolerando sus
efectos nocivos. Martinez et al. (2006) también reportan bacterias aerobias heterotréficas,
de los géneros Arthrobacter y Bacillus, que presentaron resistencia a dos 0 mas metales,
coincidiendo con los resultados de la presente investigacion; Filali et al. (2000) agrega
que no solo la resistencia seria en bacterias aisladas de aguas residuales, dicha resistencia
también se presentaria en bacterias de origen clinico tal como lo reporta en cepas de
Staphylococcus.

Interpretando molecularmente las bacterias poseen resistencia a los metales
pesados debido a que son portadores de mecanismos genéticos poco estudiados, es asi
que en cepas resistentes Staphylococcus aureus resistentes a Cd, Pb y Zn se encontré que

poseian operones cadCA en el plasmido pl25825, que le confiere tolerancia a los metales,
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expresando transportadores de membrana que despiden iones metalicos intracelulares al
ambiente, valiéndose de mecanismos enzimaticas que cambian el estado redox de los
metales (Cervantes et al., 2006), otras enzimas incorporan a los metales al interior de las
células mediante mecanismos de biotransformacion (Marrero et al., 2007).

Por otro lado, las enterobacterias también poseerian mecanismos similares tal
como lo afirma Cervantes et al. (2006), quienes encontraron entre sus genes al operén
arsABC, presente en sus plasmidos, utilizado para expulsar arsenito que posee AS;
recientemente, se reportd el operén czcCBAD en E. coli, que esta relacionado con la
resistencia a Co, Zny Cd en la cepa Alcaligenes eutrophus (Sakurai et al., 1990).

Con toda esta informacion analiza se afirma que las enterobacterias que habitan
en las aguas residuales serian portadoras de caracteristicas genéticas para sobrevivir ante
la presencia de los metales pesados, razon por la cual no todas las bacterias las poseen,
mas bien es probable que poco a poco es estén transmitiendo de cepa a cepa estos genes

de resistencia, que posteriormente podria traer problemas en la salud publica.

4.2.3 Resistencia a Cd en Citrobacter sp aisladas de la laguna de oxidacién

Tabla 12. Resistencia de Cd segun recuento de colonias de Citrobacter sp (UFC) aisladas

de la zona de laguna de oxidacion en Juliaca.

Zona de Recuento de colonias en concentraciones de Cd
muestreo 10 mg/l 30 mg/l 70 mg/l 100 mg/l
1128 432 124 18
Laguna de
S 736 264 74 20
oxidacion
713 237 69 16
Promedio 859 311 89 18

En la Tabla 12, se muestran los resultados del recuento de colonias de Citrobacter
sp aisladas de la laguna de oxidacion a diferentes concentraciones de Cd, donde se

observa que el numero de colonias tuvieron los promedios de 859 UFC/ml a 10 mg/I de
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Cd, seguido por 311 UFC/ml a 30 mg/l de Cd, luego 89 UFC/ml a 70 mg/l de Cd y 18
UFC/ml a 100 mg/l de Cd, resultando ser el menor, pero como se observa los recuentos
disminuyen mientras que la concentracion de Cd incrementa.

Los resultados obtenidos en la investigacion fueron diferentes a los reportados por
Coila (2017), ya que no aislé Citrobacter sp en su estudio, probablemente a que las cepas
de las zonas de investigacion no son portadoras de mecanismos de resistencia
intracelulares, o que los contaminantes metélicos no estén presentes. Estudios de
resistencia de Citrobacter sp a los metales pesados es muy escasa, pero se cuenta con
informacién de que son resistentes a niquel y cobalto en las especies Citrobacter
amalonaticus y Citrobacter freundii mostraron resistencia a 5 a 10 mmol/l de NiCl>
(Stoppel et al., 1995).

Como anteriormente se ha narrado, las bacterias resistentes estan influenciadas
por la exposicién a los metales, a pesar de no contar con antecedentes de presencia de
metales pesados en las muestras de aguas residuales, se presume que las cepas presentes
en la laguna de oxidacion presentan mecanismos de resistencia molecular en razén de que
presentaron crecimiento bacteriano a 100 mg/l de Cd. Estos resultados iniciarian la
seleccidn indirecta de bacterias resistentes tanto a los antimicrobianos y a los metales,
traeria consigo riesgos a la salud publica (Stepanauskas et al., 2005).

De lo analizado se afirma que la presencia de contaminantes como lo es el Cd en
los ecosistemas acudticos originaria la resistencia a propio metal pesado, con ello se

indicaria que la zona de muestreo laguna de oxidacion contendria metales pesados.
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4.2.4 Resistencia a Cd en Enterobacter sp aisladas del efluente Torococha

Tabla 13. Resistencia a Cd segln recuento de colonias de Enterobacter sp (UFC/ml)

aisladas de la zona del efluente Torococha en Juliaca.

Zona de Recuento de colonias en concentraciones de Cd
muestreo 10 mg/I 30 mg/l 70 mg/l 100 mg/I
192 0 0 0
Efluente
184 0 0 0
Torococha
179 0 0 0
Promedio 185 0 0 0

En la Tabla 13, se muestran los recuentos de colonias de Enterobacter sp aisladas
del efluente Torococha a diferentes concentraciones de Cd, donde se observa que sélo
hubo crecimiento bacteriano a 10 mg/l de Cd, con un promedio de 185 UFC/ml, sin
embargo, a concentraciones de 30 mg/l, 70 mg/l y 100 mg/l de Cd no presentaron
crecimiento.

Como se observa las cepas de Enterobacter sp solo resistieron concentraciones de
10 mg/I de Cd, mas no crecieron a mayores concentraciones, esto implica que esta cepa
es sensible al Cd, probablemente se deba a la toxicidad que originan ya que es un elemento
metalico muy reactivo que se une a las proteinas y desactiva su funcién (Zheng et al.,
2008).

Existe muy poca informacion con respecto a la resistencia de Enterobacter sp al
Cd, por lo que en la presente investigacion se afirma que las cepas fueron sensibles al

metal y éste no se encuentre en altas concentraciones en las muestras de agua evaluadas.
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4.2.5 Resistencia a Hg en Escherichia coli aisladas de tres puntos de muestreo

Tabla 14. Resistencia a Hg segun recuento de colonias de Escherichia coli (UFC/ml)

aisladas de tres zonas de muestreo en Juliaca.

Zona de Recuento de colonias en concentraciones de Hg
muestreo 5 mg/l 10 mg/I 20 mg/l 50 mg/l
504 14 0 0
Laguna de
L 624 14 0 0
oxidacion
648 17 0 0
Promedio 592 15 0 0
324 12 0 0
Efluente
428 8 0 0
Torococha
382 7 0 0
Promedio 378 9 0 0
264 88 54 0
Rio Coata 240 68 76 0
234 66 80 0
Promedio 246 74 70 0

En la Tabla 14 se visualiza recuentos de colonias de E. coli aisladas de tres zonas
de muestreo en cuatro concentraciones diferentes de Hg, donde las cepas de E. coli
aisladas en la laguna de oxidacion presentaron promedios de 592 UFC/ml a 5 mg/l de Hg
y 15 UFC/ml a 10 mg/l de Hg; en cambio a 20 mg/l y a 50 mg/l de Hg no se presento
crecimiento. De igual modo, en cepas aisladas del efluente Torococha se obtuvieron
promedios de 378 UFC/mly 9 UFC/ml a5y 10 mg/l de Hg, respectivamente. A 20 mg/I
y 50 mg/l de Hg no se presencid crecimiento. Por otro lado, en cepas aisladas del rio
Coata tuvieron un crecimiento de 246 UFC/ml, 74 UFC/mly 70 UFC/ml a5 mg/, 10 mg/I
y 20 mg/l de Hg y a 50 mg/l de Hg no se obtuvo crecimiento. Con estos resultados se
podria afirmar que las cepas aisladas del rio Coata son mas resistentes al Hg, pero todas

las bacterias serian vulnerables a 50 mg/I de Hg.
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Tabla 15. Analisis de varianza y pruebas de Tukey de los recuentos de colonias (UFC/ml)

de E. coli en cuatro concentraciones de Hg aisladas de tres zonas de muestreo en Juliaca.

Bacteria Concentraciones Zonas de Anadlisis de varianza Prueba de

de Hg muestreo Fc P-valor Tukey (Prom)
Lag_Oxid_Jul B (592.00)

5 mg/l Efl_Toroc_Jul 30.76 0.0007 A (378.00)
Rio_Coata_Jul A (246.00)
Lag_Oxid_Jul A (15.00)

10 mg/l Efl_Toroc_Jul 73.50 0.0001 A (9.00)

E ol Rio_Coata_Jul B (74.00)

Lag_Oxid_Jul A (0.71)

20 mg/l Efl_Toroc_Jul 237.93 <0.0001  A(0.71)
Rio_Coata_Jul B (8.37)
Lag_Oxid_Jul --*

50 mg/I Efl_Toroc_Jul --* --* --*
Rio_Coata_Jul --*

* No se presentd recuentos de colonias bacterianas.

En la Tabla 15 se observa los resultados del analisis de varianza y pruebas de
Tukey, de los recuentos de colonias de E. coli aisladas de tres zonas de muestreo. A 5
mg/l de Hg los recuentos de colonias presentaron diferencias estadisticas significativas
(Fc=30.76; P=0.0007), siendo mayor en cepas aisladas de la laguna de oxidacion (592.00
UFC/ml) y menores en cepas del efluente Torococha (378.00 UFC/mI) y del rio Coata
(246 UFC/ml) (Figura 13). Por otro lado, a una concentracion de 10 mg/l de Hg los
recuentos de colonias tuvieron diferencias estadisticas significativas (Fc=73.50;
P=0.0001), siendo mayor en cepas del rio Coata (74.00 UFC/ml) y menores en cepas de
la laguna de oxidacion (15.00 UFC/ml) y efluente Torococha (9.00 UFC/ml) (Figura 14).
Asimismo, a 20 mg/l de Hg los recuentos de colonias presentaron diferencia estadistica
significativa (Fc=237.93; P<0.0001), presentdndose mayor recuento en cepas del rio

Coata (8.37 UFC/ml) y menores tanto en cepas de la laguna de oxidacion como del
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efluente Torococha (0.71UFC/ml) (Figura 15). Por otra parte, a 50 mg/l de Hg, no hubo

recuentos por lo tanto no se realizé anélisis estadistico alguno.

54225
B
538,55
23474
A
220,82
IA
22713

RID_COATA_JUL EFL_TOROC_JUL LAG_OXID_JUL
ZONAS_ECOLI

CONC & ECOL

Figura 13. Prueba Tukey de recuentos de colonias (UFC/ml) a 5 mg/l de Hg en E. coli
aislada de tres zonas de muestreo.
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Figura 14. Prueba Tukey de recuentos de colonias (UFC/mI) a 10 mg/l de Hg en E. coli

aislada de tres zonas de muestreo.
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Figura 15. Prueba Tukey de recuentos de colonias (UFC/ml) a 20 mg/l de Hg en E. coli

aislada de tres zonas de muestreo.

Los resultados obtenidos en la presente investigacion sobre los recuentos de
colonias de cepas de E. coli frente a concentraciones de Hg, fueron similares a los
obtenidos por Araoz (2018) quien obtuvo crecimiento bacteriano a 1 mg/l y 5 mg/l de Hg,
por otro lado, el nimero de colonias disminuyd al incrementar la concentracion del metal
pesado. Del mismo modo se concuerda con lo registrado por Quispe (2017), quien aislé
los géneros bacterianos Serratia, Klebsiella, Staphylococcus, Escherichia, Streptococcus
y Enterobacter del rio Ramis con capacidad de resistencia a Hg y Pb. Las bacterias poseen
diversas capacidades de resistir a otros metales pesados diferentes al Hg, tal es caso de
Moraga et al. (2003) quienes aislaron desde la bahia de Iquique (Chile) bacterias con
resistencia al Pb y As, Cu y Ni; asimismo, Martinez et al. (2010) registraron bacterias
aisladas del rio Almendares (Cuba) con resistencia a concentraciones de Pb, Cry Cd.

E. coli en la investigacion resistio hasta 20 mg/l de Hg en cepas aisladas del rio

Coata, mientras que las cepas aisladas de laguna de oxidacion y efluente Torococha solo
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resistieron concentraciones de 10 mg/l. La resistencia que presentan las cepas se debe a
que poseen diversos mecanismos genéticos y moleculares propios de cada bacteria, ya
que por mas sean de la misma especie, no todas las cepas son resistentes al Hg; no
obstante, Quispe (2017), establecio6 que las cepas resistentes al Hg y Pb hayan pasado por
un proceso de especiacion y disolucién por el tiempo prolongado de exposicién a los
contaminantes metalicos en los ecosistemas acuaticos provenientes generalmente de
fuentes mineras.

Las aguas residuales de la ciudad de Juliaca serian portadoras de metales pesados
debido a la presencia de fuente de contaminacion metalica como pinturas, lavanderias de
ropa y tintoreria, entre otras fuentes, y estos vertimientos que se acumulan en las zonas
de evaluacién de la tesis, se constituirian en potenciales inductores a la resistencia
metalica, tal como lo afirma Rosas (2005) quien encontrd géneros bacterianos resistentes
a metales pesados procedentes de aguas residuales.

De manera analoga, Moraga et al. (2003) reafirman que la sobrevivencia
bacteriana en un ambiente contaminado las convierte en resistentes a los contaminantes
existentes, que mediante modificaciones e intercambio génico entre bacterias y la
transferencia horizontal de determinantes de resistencia mediante plasmidos serian las
causantes de que bacterias que antes no fueron resistentes terminen crecimientos a altas
concentraciones de metales pesados. Es probables que entre las cepas de E. coli exista
intracelularmente mecanismos fisioldgicos para transformar el Hg en formas quimicas
menos toxicas, tal como lo afirma Madigan et al. (2009) quienes mencionan que existirian
microorganismos que sobreviven a concentraciones altas de Hg y metil-Hg (CHsHg").

En tal sentido, bajo lo referido anteriormente y al analizar los resultados se

confirma que las cepas de E. coli aisladas son resistente a 10 mg/l y 20 mg/l de Hg, siendo
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indistinto la procedencia de cada cepa, ya que se encontro respuestas diferentes de las

bacterias frente a las concentraciones de Hg.

4.2.6 Resistencia a Hg en Proteus sp aisladas de dos zonas de muestreo

Tabla 16. Resistencia a Hg segun recuento de colonias de Proteus sp (UFC) aisladas de

dos zonas de muestreo en Juliaca.

Zona de Recuento de colonias en concentraciones de Hg
muestreo 5 mg/l 10 mg/l 20 mg/l 50 mg/l
360 10 0 0
Laguna de
S 168 12 0 0
oxidacion
267 17 0 0
Promedio 265 13 0 0
30 16 0 0
Rio Coata 46 14 0 0
44 12 0 0
Promedio 40 14 0 0

En la Tabla 16 se reportan los recuentos de colonias de cepas de Proteus sp
aisladas de dos zonas de muestreo, con cuatro concentraciones de Hg, en cepas aisladas
de la laguna de oxidacién se presentaron recuentos de 265 UFC/ml y 13 UFC/ml en
concentraciones de 5 mg/l y 10 mg/l de Hg, respectivamente; en cambio a 20 mg/l y a 50
mg/l de Hg no se obtuvo crecimiento bacteriano. Por otro lado, las cepas aisladas del rio
Coata registraron recuentos promedios de 40 UFC/ml y 14 UFC/ml a 5 mg/l y 10 mg/l;

sin embargo, a concentraciones de 20 mg/l y 50 mg/l de Hg no se presentaron colonias.
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Tabla 17. Analisis de varianza y pruebas de Tukey de los recuentos de colonias (UFC/ml)

de Proteus sp en cuatro concentraciones de Hg aisladas de dos zonas de muestreo en

Juliaca.
. Concentraciones Zonas de Anadlisis de varianza Prueba de
Bacteria
de Hg muestreo Fc P-valor Tukey (Prom)
Lag_Oxid_Jul B (40.00)
5 mg/l 16.34 0.0156
Rio_Coata_Jul A (265.00)
Lag_Oxid_Jul A (13.00)
10 mg/I 0.18 0.6960
Rio_Coata_Jul A (14.00)
Proteus sp _
Lag_Oxid_Jul --*
20 mg/l --* --*
Rio_Coata_Jul --*
Lag_Oxid_Jul --*
50 mg/I --* --*
Rio_Coata_Jul --*

* No se presentd recuentos de colonias bacterianas.
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Figura 16. Prueba Tukey de recuentos de colonias (UFC/ml) a 5 mg/l de Hg en Proteus

sp aislada de tres zonas de muestreo.

En la Tabla 17 se muestra que los recuentos de colonias de cepas de Proteus sp en
a concentraciones de 5 mg/l de Hg, presentaron diferencias estadisticas significativas

(Fc=16.34; P=0.0156), siendo el mayor recuento de colonias en cepas aisladas del rio
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Coata con 265 UFC/ml seguido de 40 UFC/ml en cepas aisladas de la laguna de oxidacion
(Figura 16). Asimismo, el recuento de colonias a una concentracion de 10 mg/l de Hg no
presento diferencia estadistica significativa (Fc=0.18; P=0.6960). Por otra parte, en cepas
de Proteus sp a concentraciones de 20 mg/l y 50 mg/l de Hg no presentaron crecimiento
bacteriano en tal sentido no realizaron andlisis estadisticos.

Las cepas de Proteus sp resistieron concentraciones de 10 mg/l de Hg y no
presentd crecimiento a 20 mg/l ni a 50 mg/l. Estos resultados fueron similares a los
obtenidos por Adelaja & Keenan (2012) quienes reportaron bacterias con mecanismos de
detoxificacion de metil-Hg, en especies bacterianas como Pseudomonas fluorescens,
Enterobacter cloacae, Citrobacter braakii y Alcaligenes faecalis, quienes utilizan al metil
— Hg como fuente de carbono y de energia. Por otro lado, 1za et al. (2002), sefialan que
las bacterias resistentes poseen determinantes genéticos ars, mer, chr, cad y czc de
resistencia a los metales As, Hg, Cr y Cd, los cuales se localizan en el cromosoma o
plasmidos bacterianos, cuyos mecanismos son la regulacién y la desintoxicacion
enzimatica. Al parecer la concentracion de Hg en las muestras de aguas residuales de la
laguna de oxidacion y rio Coata no superarian los 10 mg/l de Hg, en razén de que las
cepas de Proteus sp no presentaron crecimiento a 20 mg/l de Hg, lo cual es afirmado por
Andrés & Bertin (2016), quien manifiesta que el ambiente que posee elevadas
concentraciones de Hg se constituyen en un factor determinante de la evolucién
fisioldgica celular de varias especies bacterianas, en razon de que permite originar
mecanismos de adaptacion y sobrevivencia a ambiente cambiantes.

En la investigacion no se realizd estudios genéticos, pero con los reportes
cientificos se puede afirmar que las bacterias poseen diversos mecanismos de
detoxificacion de metales, tales como el determinante genético merRTPA encontrado en

Bacillus thuringiensis PW-05, quienes otorgan resistencia al Hg?* (Dash et al., 2013). El
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operén mer es regulado por el gen merR, por otra parte, en Bacteroides se encuentran
presente el gen arsR, que segun estudios genéticos pudo haber evolucionado al merR,
quienes remplazan a los genes reguladores arsR y originan sistemas mer mas eficientes
(Moller et al., 2013).

De todo lo analizado anteriormente, se puede afirmar que las cepas de Proteus sp
no resisten concentraciones mayores a 20 mg/l de Hg, y al no contar con estudios
especificos de resistencia a metales en esta cepa, es que se recurrid a estudios relacionados
gue manifiesta al igual que en anteriores interpretaciones, el principal mecanismo de
resistencia al Hg serian los determinantes genéticos, que involucran operones y genes

especificos de resistencia a los metales pesados.

4.2.7 Resistencia a Hg en Citrobacter sp aisladas de la laguna de oxidacion

Tabla 18. Resistencia a Hg segln recuento de colonias de Citrobacter sp (UFC/ml)

aisladas de la zona de laguna de oxidacion en Juliaca.

Zona de Recuento de colonias en concentraciones de Hg
muestreo 5 mg/l 10 mg/l 20 mg/l 50 mg/l
1568 976 944 672
Laguna de
L 1024 936 768 888
oxidacion
1005 914 586 744
Promedio 1199 942 766 768

En la Tabla 18, se observan los recuentos de colonias de las cepas de Citrobacter
sp, a una concentracion de 5 mg/l de Hg, se obtuvo un promedio de 1199 UFC/ml, a 10
mg/l un recuento de 942 UFC/ml, a continuacion, a 20 mg/l se obtuvo 766 UFC/ml y a
50 mg/I se determind 768 UFC/ml.

Las cepas de Citrobacter sp fueron las mas resistentes al Hg de todas las
enterobacterias aisladas en las aguas residuales de Juliaca, llegando a presentar

crecimiento de colonias a una concentracion de 50 mg/l de Hg. Esta resistencia se deberia
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probablemente a que las cepas de Citrobacter sp biosintetizan la proteina liasa
organomercurial (MerB), quien se encarga de transformar el metil-Hg a Hg*?, este Gltimo
es un elemento cien veces menos tdxico; asimismo, en bacterias resistentes al Hg se
produce a nivel citoplasmatico la enzima mercurio reductasa (MerA) que reduce al Hg*?
a HgP, siendo esta la forma volatil menos toxica del Hg (Wu et al., 2010).

Muchos de los determinantes genéticos que poseeria Citrobacter sp expresarian
proteinas relacionadas con los mecanismos de resistencia al Hg, ésos se encontrarian
ubicados en el cromosoma bacteriano, en sus plasmidos, en sus transposones 0 en ambos,
entre ellos los plasmidos grandes con 165 a 200 kb quienes presentan genes de resistencia

a Ag, Ar, Cd, Cr, Cu, Hg, Ni, Pb, Sb'y Zn (Marrero et al., 2010).

4.2.8 Resistencia a Hg en Enterobacter sp aisladas del efluente Torococha

Tabla 19. Resistencia a Hg seguin recuento de colonias de Enterobacter sp (UFC/ml)

aisladas del efluente Torococha de Juliaca.

Zona de Recuento de colonias en concentraciones de Hg
muestreo 5 mg/l 10 mg/l 20 mg/l 50 mg/l
38 10 0 0
Efluente
24 6 0 0
Torococha
19 5 0 0
Promedio 27 7 0 0

En la Tabla 19, se divisan los resultados del recuento de colonias de cepas de
Enterobacter sp procedentes del efluente Torococha, donde a una concentracion de 5 mg/I
y 10 mg/I de Hg se obtuvieron 27 UFC/ml y 7 UFC/ml, respectivamente. Mientras tanto
que a 20 mg/l y 50 mg/I no se presentd crecimiento bacteriano.

Son escasos los estudios referidos a la resistencia de cepas de Enterobacter sp al
Hg, pero se manifiestan los siguientes. En la investigacion se determiné que Enterobacter

solo fue aislada en el efluente Torococha y resistieron concentraciones de 10 mg/l de Hg,
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estos resultados coinciden con los mencionado por Acevedo & Severiche (2013) quienes
lograron aislar hasta nueve géneros bacterianos resistentes a di-bromo-Hg en sedimentos
de playas del caribe colombiano, entre ellas Enterobacter sp, Escherichia coli, Serratia
sp, Klebsiella sp, Vibrio sp, Salmonella sp, Acinetobacter sp, entre otras, donde muchas
de ellas utilizan a los compuestos organomercuriales como fuentes de carbono o de
energia, llegando a producir compuestos con menor toxicidad, mediante los siguientes
mecanismos: reduccion enzimatica a mercurio elemental con posterior volatilizacion,
formacion de sulfuro de Hg (HgS) que es precipitado, producen tioles voléatiles por
mineralizacion de compuestos sulfato — mercuriales y la quelacion de iones en la matriz
exopolimérica de biopeliculas.

El efluente Torococha presentd cepas resistentes a Hg, este resultado concuerda
con los descrito por Sinha et al. (2012) quienes aislaron cepas del género Enterobacter
con capacidad para lograr la biorremediacion de Hg?*, por otro lado, Ojuederie &
Babalola (2017) registran especificamente la especie E. cloacae que en consorcio con
otras enterobacterias pueden remover Cd, Cu, Pb y Zn. Otra funcion que vendria
cumpliendo las cepas de Enterobacter sp estarian relacionadas con la fitorremediacion de
metales pesados, de forma indirecta, ya que Numan et al. (2015) sefialan que
Enterobacter poseen actividad promotora del crecimiento debido a la sintesis de
desaminasa, solubiliza fosfatos, produce la auxina acido indol acético y siderdforos, por
lo que podrian ser aplicados en suelos degradados por metales pesados. De similar forma
Torres et al. (2019) manifiestan que la resistencia a los metales en Enterobacter sp,
propone su inoculacidn para estimular los procesos de fitorremediacion.

Por todo lo analizado, se puede afirmar que existen enterobacterias con capacidad
de resistencia al Hg, en algunas de ellas a mayores concentraciones que otras, donde son

muy sensibles y que su explicacion se basa en mecanismos genéticos y fisiologicos.
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V. CONCLUSIONES

- Escherichia coli aislada de la laguna de oxidacién presentd resistencia a
cloranfenicol; Proteus sp y Citrobacter sp inoculados de la misma zona de muestreo
(laguna de oxidacién) resultaron resistentes a amoxicilina/acido clavulénico;
Enterobacter sp colectada desde el efluente Torococha fue resistente a cloranfenicol,
segun el Manual de procedimientos para la prueba de sensibilidad antimicrobiana por

el metodo de disco difusion del INS (2002).

- Las enterobacterias con mayor resistencia a los metales fueron Escherichia coli
aisladas de las tres zonas de muestreo (laguna de oxidacién, efluente Torocochay rio
Coata), Proteus sp y Citrobacter sp aisladas de la laguna de oxidacién fueron
resistentes a 100 mg/l de Cd. Frente al Hg, las cepas mas resistentes fueron E. coli
aislada del rio Coata con crecimiento de colonias a 20 mg/l de Hg y Citrobacter sp

aislada de la laguna de oxidacion quien presentd resistencia a 50 mg/l de Hg.
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VI. RECOMENDACIONES

- Desde el punto de vista ambiental, realizar estudios moleculares de presencia de
genes de resistencia al cloranfenicol y amoxicilina/acido clavulanico en cepas de
enterobacterias aisladas de diversas zonas de muestreo de aguas residuales de la

ciudad de Juliaca.

- Realizar la identificacion molecular de genes cadCA y czcCBAD de resistencia al Cd
y Hg en cepas de Escherichia coli, Proteus sp y Citrobacter sp, en razén de que

fueron las enterobacterias mas resistentes a los metales pesados.
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ANEXOS

Figura 17. Toma de muestra de agua residual en las zonas de muestreo Laguna de

Oxidacién (izquierda), efluente Torococha (centro) y rio Coata (derecha).

Figura 18. Rotulado, conservacion y transporte de muestras de agua de tres zonas de
muestreo al Laboratorio de Botanica General, FCCBB — UNA Puno.

Figura 19. Inoculacion de medios de cultivo EMB, MacConkey con muestras de agua de

las tres zonas de evaluacion de Juliaca.
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Figura 20. Colonias bacterianas aisladas en agar EMB y MacConkey provenientes de

tres zonas de evaluacion en Juliaca.

Figura 21. Agar EMB con crecimiento de cepas de Escherichia coli (izquierda) y los
resultados de las pruebas bioquimicas para su identificacion (derecha) TSI (A/A, gas +),
LIA (K/K), Citrato (-).

Figura 22. Agar XLD con crecimiento de cepas de Proteus sp (izquierda) y pruebas
bioguimicas para su identificacion (derecha), TSI (K/A, gas +), LIA (K/A), citrato (-),
urea (+), PDA (+).
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Figura 23. Preparacion del indculo bacteriano con la escala de McFarland para la

evaluacion de la susceptibilidad frente a los antibiéticos.

Figura 25. Recuento de colonias bacterianas aisladas en agar APC con adicion de

concentraciones de Hg y Cd.
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