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RESUMEN

Las empresas mineras del distrito de Ollachea vienen liberando efluentes con
metales pesados al rio Chillichaca, éstos pueden originar resistencia bacteriana a los
antibidticos y los metales pesados. La investigacion se realizé en la region Puno (Peru),
en el Laboratorio de Botéanica y Biotecnologia, de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de
la Universidad Nacional del Altiplano, durante los meses de septiembre a noviembre del
afio 2019. Los objetivos especificos fueron: a) determinar la susceptibilidad a los
antibioticos cefalexina (30 ug), cloranfenicol (30 ug), ceftazidina (30 ug) y trimetroprim
/ sulfametoxazol (25 pg) en Escherichia coli, Klebsiella sp y Enterobacter sp y
Citrobacter sp aisladas a partir de muestras del rio Chillichaca de la provincia de
Carabaya — Puno y b) determinar la actividad antimicrobiana del plomo y mercurio en
concentraciones de 1, 10, 30 y 50 mg/l sobre enterobacterias aisladas del rio Chillichaca.
La metodologia inici6 colectando nueve muestras de agua de tres puntos de muestreo del
rio, ubicado al margen de la localidad de Ollachea (distrito de Ollachea, provincia de
Carabaya), se aislaron las enterobacterias, a continuacion, se evalué la respuesta
antimicrobiana a los antibioticos, mediante el metodo Kirby Bauer, para determinar la
actividad antimicrobiana de plomo y mercurio en cuatro concentraciones, se realizo el
método de dilucién en agar. Los resultados fueron:Escherichia coli, Enterobacter sp y
Citrobacter sp fueron sensibles a los antibioticos, excepto Klebsiella sp con respuesta
intermedia a cloranfenicol, la susceptibilidad antibidtica fue similar entre las bacterias
(P=0.8946), pero los didametros de halos de inhibicion fueron variable segun antibiotico
(P<0.0001); Citrobacter sp, Escherichia coli y Enterobacter sp presentaron los mayores
recuentos de colonias frente a las concentraciones de plomo superando a Klebsiella sp
(P=0.0002), donde los recuentos fueron mayores a bajas concentraciones (P=0.0001);
frente a mercurio Enterobacter sp, Klebsiella sp y Escherichia coli presentaron los
mayores recuentos de colonias, con respecto a Citrobacter sp (P=0.0042) y los mayores
recuentos se presentaron a menores concentraciones (P<0.0001). Se concluye que las
bacterias fueron sensibles a los antibiéticos expuestos, y la actividad antimicrobiana fue
mayor a concentraciones elevadas de plomo disminuyendo el nimero de colonias y

Citrobacter sp a concentraciones de 50 mg/l de mercurio no present6 colonia alguna.

Palabras clave: Enterobacterias, resistencia, antibiéticos, metales pesados, rios.
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ABSTRACT

Mining companies in the district of Ollachea have been releasing effluents with heavy
metals into the Chillichaca River, which can cause bacterial resistance to antibiotics and
heavy metals. The research was carried out in the Puno region (Peru), in the Laboratory
of Botany and Biotechnology, of the Faculty of Biological Sciences of the National
University of the Altiplano, during the months of September to November of the year
2019. The specific objectives were: ) to determine the susceptibility to the antibiotics
cephalexin (30 ug), chloramphenicol (30 pg), ceftazidine (30 pg) and trimethoprim /
sulfamethoxazole (25 pg) in Escherichia coli, Klebsiella sp and Enterobacter sp and
Citrobacter sp isolated from samples of the Chillichaca river in the province of Carabaya
- Puno and b) determine the antimicrobial activity of lead and mercury in concentrations
of 1, 10, 30 and 50 mg/l on enterobacteria isolated from the Chillichaca river. The
methodology began by collecting nine water samples at three sampling points of the river,
located outside the town of Ollachea (Ollachea District, Carabaya Province), the
enterobacteria were isolated, then the antimicrobial response to antibiotics was evaluated.
, using the Kirby Bauer method, to determine the antimicrobial activity of lead and
mercury in four concentrations, the agar dilution method was performed. The results
were: Escherichia coli, Enterobacter sp and Citrobacter sp were sensitive to antibiotics,
except Klebsiella sp with intermediate response to chloramphenicol, antibiotic
susceptibility was similar between bacteria (P = 0.8946), but the diameters of inhibition
halos were variable. according to antibiotic (P<0.0001); Citrobacter sp, Escherichia coli
and Enterobacter sp presented the highest colony counts against lead concentrations,
surpassing Klebsiella sp (P=0.0002), where the counts were higher at low concentrations
(P=0.0001); against mercury Enterobacter sp, Klebsiella sp and Escherichia coli
presented the highest colony counts, with respect to Citrobacter sp (P=0.0042) and the
highest counts were presented at lower concentrations (P<0.0001). It is concluded that
the bacteria were sensitive to the exposed antibiotics, and the antimicrobial activity was
greater at high concentrations of lead, decreasing the number of colonies, and Citrobacter

sp at concentrations of 50 mg/l of mercury did not present any colonies.

Key words: Enterobacteria, resistance, antibiotics, heavy metals, rivers.
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CAPITULO |

INTRODUCCION

En la region de Puno, la presencia de empresa mineras viene causando graves
problemas ambientales debido al vertimiento de efluentes conteniendo metales pesados a
rios no contaminados, es el caso del rio Chillichaca, el cual estaria contaminado segun
los lugarefios de la zona, las alteraciones en el contenido de metales pesados, origina la
transformacion de bacterias resistentes a los metales pesados, asi como también a los
antibidticos ya que ambas caracteristicas se encuentran en su estructuras geneéticas
(plasmidos), esta respuesta microbiana constituye un fenomeno ambiental de seleccion
natural para la sobrevivencia de los agentes biologicos.

El uso indiscriminado de diferentes antibidticos para el tratamiento de
enfermedades en la poblacion y con fines veterinarios, ha causado el desarrollo de
resistencia microbiana a estos compuestos, con seria repercusion en los seres humanos,
originando efectos colaterales como la expresion de la resistencia a metales pesados
mediante la presencia de genes en un mismo plasmido, que pueden conferir corresistencia
a estos compuestos. Dentro de los contaminantes industriales se encuentran los metales
pesados, los efectos toxicos y mutagénicos de estos elementos inorganicos, asi como la
capacidad de los organismos de bioconcentrar éstos, conllevan a provocar efectos nocivos
a los ecosistemas.

En esta investigacion, se evaluo la susceptibilidad de las enterobacterias aisladas
del agua del rio Chillichaca, a cuatro antibi6ticos y actividad antimicrobiana a dos metales
pesados en concentraciones crecientes; estas bacterias fueron elegidas para esta
investigacion, debido a que se encuentran en contacto con diferentes contaminantes
quimicos presentes en las aguas residuales, y al estar en contacto generarian en sus células

diversos mecanismos de resistencia.
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En tal sentido, este estudio se realiz6 porque se desea determinar si las
enterobacterias presentes en el rio Chillichaca, posean mecanismos genéticos,
fisioldgicos, estructurales, entre otros, para resistir a los antibidticos y concentraciones de
metales pesados. Estos resultados serian utilizados ulteriormente, para constituirse en
una biotecnologia microbiana en la biorremediacion de metales pesados en base a
bacterias, y esta tecnologia inicia con los estudios de resistencia a los metales pesados in
vitro y paralelamente a los antibidticos.

Por tal razdn esta investigacion tuvo los siguientes objetivos:

1.1 OBJETIVO GENERAL
- Evaluar la susceptibilidad a los antibidticos y la actividad antimicrobiana de
metales pesados en enterobacterias aisladas del rio Chillichaca del distrito de

Ollachea, Carabaya, Puno.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
- Determinar la susceptibilidad a los antibidticos cefalexina (30 ug), cloranfenicol

(30 ng), ceftazidina (30 pg) y trimetroprim / sulfametoxazol (25 pg) en

Escherichia coli, Klebsiella sp y Enterobacter sp y Citrobacter sp aisladas a partir

de muestras del rio Chillichaca, provincia de Carabaya — Puno.

- Determinar la actividad antimicrobiana del plomo y mercurio en concentraciones

de 1, 10, 30 y 50 mg/I sobre enterobacterias aisladas del rio Chillichaca.
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CAPITULO II

REVISION DE LITERATURA

2.1 ANTECEDENTES

Con referencia a la capacidad de resistencia bacteriana a los antibidticos, se citan
a las siguientes investigaciones:

Paniagua et al. (2003), en México, determinaron que S. aureus en el 94% de las
cepas aisladas fueron resistentes a los antibioticos, el 92% a ceftazidima, 73% a
eritromicina, 57% a pefloxacina, 40% a cefotaxima y tetraciclina, el 36% a dicloxacilina
y el 32% al trimetoprim sulfametoxazol. Ademas, Moraga et al. (2003), en la bahia de
Iquique (Chile), obtuvieron que las bacterias Gram negativas de los géneros
Pseudomonas maltophilia, y Alcaligenes sp., presentaron resistencia a la ampicilina,
amikacina, cefomax, cefotaxima y nitrofurantoina, con un 90.9%, 72.7%, 90.9%, 81.8%
y 90.9%, respectivamente. Se agregar también a Reinthaler et al. (2003), en Austria,
aislaron bacterias Escherichia coli desde plantas de tratamiento de aguas residuales y
fueron resistentes a antibidticos como penicilinas, cefalosporinas, quinolonas, tetraciclina
y trimetoprima/sulfametoxazol.

Rivera et al. (2006), en el rio Alseseca de Puebla (México) diagnosticaron
enterobacterias, entre ellas Escherichia coli fue la mas frecuente (44%) y Klebsiella sp,
Serratia sp, Enterobacter sp, Providencia sp, Cedacea sp y Citrobacter sp, todas
mostraron resistencia a cabermicilina (87.9%). Asimismo, Castafieda et al. (2009), en
bacterias aisladas de las playas de la isla Margarita (Venezuela), Escherichia coli,

Enterobacter aerogenes, Klebsiella pneumoniae, Enterococcus equinus, Hafnia alvei,
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Citrobacter diversus, Enterococcus faecalis, Providencia alcalifaciens, Citrobacter
freundii, Enterobacter cloacae, Enterobacter agglomerans y Serratia marcescens, fueron
resistentes a ampicilina y eritromicina; Enterococcus faecalis y Enterococcus equinus
fueron resistentes a cefepime y cefotaxima; Klebsiella pneumoniae fue resistente
cefataxima; Hafnia alvei y Enterobacter cloacae fueron sensibles a cefepime y Serratia
marcescens sensible a cefepime y cefotaxima.

Nufiez et al. (2012), en Buenos Aires (Argentina), determinaron que bacterias
aisladas de muestras de aguas grises, presentaron 19% resistencia a cefalotina, 8% a
ampicilina y presentaron multirresistencia Escherichia coli, Alcaligenes faecalis y
Stenotrophomonas maltophilia. Por otra parte, Vargas (2015), en el agua de consumo de
Riobamba (Ecuador) Pseudomona spp, Burkholderia cepacia, Ralstonia pickettii y
Brevundimona diminuta fueron 100% resistentes a ampicilina; Staphylococcus spp.,
Enterococcus y Micrococcus, fueron 100% resistentes a ampicilina y gentamicina y 3
resistentes a trimetroprim sulfametoxazol y 2 resistentes a ciprofloxacina y
estreptomicina con una sensibilidad del 100%.

Con referencia a los estudios en el que reportan la resistencia bacteriana a los
antibidticos y a los metales pesados, se citan a las siguientes investigaciones:

Cardonha et al. (2005), en Brasil, en cepas de Escherichia coli aisladas de
muestras de agua de alcantarilla y de mar, reportaron que presentaron resistencia al
mercurio y a ampicilina y a sulfatomexazol trimetoprina. Se tiene también a Ferreira et
al. (2007), quienes en Porto (Portugal), aislaron bacterias Escherichia spp. desde aguas
residuales no tratadas y tratadas, y resultaron resistentes a amoxicilina, sulfametoxazol
trimetoprima y tetraciclina, y también resistente al mercurio. Por otro lado, Coila (2017),
en Puno (Per0), al evaluar bacterias de la laguna de oxidacion de la ciudad, reporta a

Escherichia coli, Enterobacter sp y Klebsiella sp, fueron sensibles a ceftriaxona,
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cefalexina y cefotaxima respectivamente, Escherichia coli y Enterobacter sp resultaron
sensibles a cloranfenicol, y Klebsiella sp presento resistencia intermedia; las tres bacterias
tuvieron respuesta intermedia a eritromicina; mientras que las fueron resistentes a todos
los metales pesados en concentraciones entre 1y 50 mg/l;

Quispe (2017), en Puno (Pert), en el rio Ramis encontro recuentos bacterianos de
1.58 x 10° UFC/100ml a 10 cm de profundidad del agua y se identificaron los géneros
Serratia, Klebsiella, Staphylococcus, Escherichia, Streptococcus y Enterobacter, que
presentaron resistencia al plomo y al mercurio a concentracion de 200 y 2000 pg/ml. Por
otra parte, Sulca y Alvarado (2018), en 55 cepas de Escherichia coli aisladas de aguas
superficiales del litoral de Lima (Pert), 41 (74.5%) fueron resistentes al mercurio (HgR),
con concentraciones minimas inhibitorias entre 30 pM (8.25 ppm) y 300 uM (82.5 ppm),
14 fueron resistentes a antibioticos, constituyéndose en un problema de salud publica y
ambiental

Con referencia a los estudios previos en el que reportan la resistencia a los metales
pesados, se citan a las siguientes investigaciones:

Godmez et al. (2002), en Cuba, aislaron bacterias resistentes a niquel y cobalto, el
100% de las cepas seleccionadas Escherichia, Enterobacter, Serratia y Citrobacter,
presentaron resistencia al niquel en concentraciones de 60 y 220 mmol/l y cobalto en
concentraciones de 10 a 200 mmol/l. Més aiin, Moraga et al. (2003), en la bahia de Iquique
(Chile), obtuvieron recuentos bacterianos de 10* UFC/ml y 43 cepas, de los cuales el 27%
toler6 un medio de cultivo suplementado con cobre y las Gram negativas como
Pseudomonas maltophilia, y Alcaligenes sp. fueron resistentes el 100% a plomo y
arsenico, el 77.7% a cobre y el 36.4% a niquel. Por otro lado, Soto et al. (2010), aislaron
bacterias en lodos riberefios de Bogota (Colombia) y reportaron a bacterias Micrococcus

seguido de Pseudomonas luego se ser expuestas a metales pesados, toleran al cromo
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(0.005 mg/l), plomo (0.049 mg/l) y mercurio (0.001 mg/l) ya que pueden
biotransformarlos y biodisponerlos

Martinez et al. (2010), en el rio Almendares (Cuba) aislaron cepas de
Pseudomonas, Staphylococcus, Acinetobacter, Bacillus y Neisseria resistentes a
concentraciones de 0.5, 1.0 y 1.5 mM de plomo y cromo, siendo mayor frente al cadmio
en el género Micrococcus. Asimismo, Mufioz et al. (2012), en Jaén (Espafia), luego de
aislar microorganismos a partir de aguas residuales, obtuvieron que la levadura
Trichosporon sp 4S3 mostro la concentracion minima inhibitoria de 32 — 35 mM de
plomo, 16 — 18 mM de zinc y 3 — 5 mM de plata, y seria un candidato prometedor con
capacidad para eliminar metales pesados de entornos contaminados. Adicionalmente,
Acevedo y Severiche (2013), en playas del Caribe Colombiano, encontraron 9 cepas
resistentes a di-bromo-mercurio, entre ellas Escherichia coli, Enterobacter sp, Serratia
sp, Klebsiella sp, Vibrio sp, Salmonella sp, Acinetobacter sp (Gram negativas) y
Staphylococcus sp (Gram positiva), en concentraciones entre 10 ppm y 180 ppm,
formando biopeliculas en todas las concentraciones

Espinoza (2015), en bacterias aisladas de sedimentos del rio Lerma (México)
presentaron resistencia a concentraciones superiores a 207 mg/l de Cr (V1) en el siguiente
orden de resistencia Pseudomonas entomophila, seguido de Pseudomonas cedrina y
Pseudomonas graminis. Por su parte, Navarrete (2017), en Riobamba (Ecuador), aislo 66
clones bacterianos entre ellos los géneros Micrococcus, Enterobacter, Moraxella,
Citrobacter, Staphylococcus y Kurthia, 3 bacterias fueron resistentes a 700 ppm de
mercurio, 5 a 2000 ppm de plomo y un clon a 900 ppm de cromo. Mientras tanto, Araoz
(2018), en Puno (Peru), determind que Escherichia coli aislado de cuatro puntos de la
bahia interior de Puno, fueron resistentes a 1 mg/l de HgCl. con recuentos de 359.00 y

402.33 UFC/ml, a 5 mg/l de HgCl> con 310.33 y 340.67 UFC/ml, a 10 mg/l de HgCl, con
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60.00 a 57.33 UFC/ml y a 50 mg/I de HgCl. de 19.33 a2 17.00 UFC/ml

2.2 MARCO TEORICO

2.2.1 Enterobacterias

La familia Enterobacteriaceae son bacterias Gram-negativas halladas en el agua,
suelo, la vegetacion y como flora normal el tracto gastrointestinal de animales incluyendo
a los seres humanos (Torres et al., 2015). Incluye diversos géneros (Escherichia, Shigella,
Salmonella, Enterobacter, Klebsiella, Serratia, Proteus, entre otros) (Carroll et al., 2016).
Producen muchas enfermedades en el ser humano, més del 70% de infecciones del tracto
urinario y muchas infecciones intestinales. Algunos microorganismos como las
Salmonella y Shigella siempre estan asociados a enfermedades del ser humano (Murray
et al., 2017). Las enterobacterias no forman esporas y son anaerobios facultativos, son
fermentadores de glucosa, oxidasa negativos y el movimiento es variado dependiendo de
la presencia o ausencia de flagelo, tienen una membrana interna, una cubierta de
peptidoglicano, y una membrana externa que comprende la capsula y que contiene
lipopolisacaridos y porinas (Kunkel, 2001).
Escherichia coli

Clasificacion taxonémica de Escherichia coli (Hold y Hendricks, 1994)

Dominio : Bacteria
Filo : Proteobacteria
Clase : Gammaproteobacteria
Orden : Enterobacteriales
Familia : Enterobacteriaceae
Género : Escherichia
Especie : Escherichia coli (Escherich, 1885)
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Escherichia colies una bacteria Gram negativa, produce indol gracias al
triptéfano, no usa el citrato como fuente de carbono y no produce acetoina. Fermenta la
glucosa y lactosa y produce gas. Como todo bacilo Gram negativo, la pared celular
de Escherichia coli esta constituido por tres elementos: la membrana citoplasmatica, el
espacio periplasmico que contiene el peptidoglucano y la membrana externa (Canet,
2016). Este microorganismo coloniza el intestino del hombre pocas horas después del
nacimiento considerandose como parte de la flora normal, pero hay cepas que pueden ser
patogenas y producir diferentes enfermedades. Para determinar a qué grupo patégeno
pertenecen Kauffman desarroll6 un esquema de serotipificacion, los antigenos somaticos
(0), flagelares (H) y capsulares (K). El antigeno (O) es responsable de los serogrupos; la
determinacion del antigeno somatico y flagelar (O:H) indica el serotipo, el cual esta
asociado a un cuadro clinico en particular (Eslava et al. 1994).

Klebsiella sp

Clasificacion taxonémica de Klebsiella sp (Hold y Hendricks, 1994)

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

Klebsiella sp son bacilos Gram negativos inmdviles que a menudo son capsulados.
La capsula de estas bacterias son de naturaleza polisacaridica, se encuentra de forma
natural en varios ambientes acuaticos y su reproduccion puede alcanzar niveles elevados
en medios acudticos ricos en nutrientes como las aguas residuales. Las bacterias de este

género pueden diseminarse en sistemas de reparticion de agua, también son excretados
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en heces de personas y animales (Ainsworth, 2004). Son bacterias patdgenas oportunistas,
las cuales provocan una variedad de cuadros clinicos en el ser humano, desde infecciones
urinarias, bacteriemias, neumonias, infecciones hepatobiliares, entre otros. el mayor
porcentaje de Klebsiella se da en infecciones nosocomiales, se da la presencia de
plasmidos que le otorgan resistencia a los antibidticos, generalmente resistentes a
betalactamicos y aminoglucésidos (Kunkel, 2001).

Enterobacter sp

Clasificacion taxondémica de Enterobacter sp (Hormarche, 1960)

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

Enterobacter sp se encuentran en el medio ambiente y se han clasificado como
patdgenos oportunistas de plantas, animales y seres humanos. Su resistencia contra
antibioticos ha sido ampliamente estudiada, manejando diferentes mecanismos de
resistencia a través de genes reguladores locales y globales y la regulacion de la expresion
de varias proteinas, incluyendo las B-lactamasas, porinas y bombas de eflujo (Regli,
2019). El aumento de la produccién de p — lactamasas de expectro extendido (BLEE) en
bacterias del género Enterobacter contribuye a la resistencia frente a las cefalosporinas
de tercera generacion (Pai, 2004).

Citrobacter sp
Clasificacion taxondémica de Citrobacter sp (Wekerman y Gillen, 1932)

Dominio : Bacteria
Filo : Proteobacteria
20

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis
]



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

Clase : Gammaproteobacteria
Orden : Enterobacteriales
Familia : Enterobacteriaceae
Género : Citrobacter
Especie : Citrobacter sp

El género Citrobacter es un bacilo Gram negativo, movil, anaerobio facultativo
perteneciente a la familia Enterobacteriaceae; estas bacterias se hallan frecuentemente en
el agua, suelo, alimentos y tracto intestinal de los animales incluyendo el hombre (Farmer
et al., 1985). Citrobacter fue incluido en un grupo de bacterias llamadas paracolon y las
especies C. freundii y C. diversus son diferenciados por la formacion de sulfuro del
hidroégeno, produccion de indol y fermentacion de adonitol y malonato de sodio.
Citrobacter estd ampliamente diseminado en la naturaleza, ocasionalmente habita en el
tracto gastrointestinal del hombre, usualmente es saprofito, puede causar enfermedad en
pacientes comprometidos y también ha sido asociado con epidemias esporadicas de

gastroenteritis (Vogel et al. 1978).

2.2.2 Antimicrobianos
Los antimicrobianos son sustancias sintetizadas por diferentes especies de

microbios (bacterias, hongos, actinomices), las cuales inhiben el desarrollo de otros
microorganismos Yy en algunos casos destruirlos. El frecuente uso de estas sustancias le
concedio el término de “antibiotico” a sustancias antibacterianas sintéticas como
sulfonamidas y quinolonas (Gir6n,2008).
Bactericidas
- Betalactamicos. Los betalactdmicos tienen anillos heterociclicos de cuatro atomos,

tres de carbono y uno de nitrégeno y el mecanismo de accion consiste en la inhibicion

de la sintesis de la pared celular de la bacteria, obstruyendo la sintesis del
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peptidoglicano mediante un bloqueo en la ultima fase de la sintesis (transpeptidacion)
(Neu, 1991).

- Aminoglucésidos. Su estructura quimica se compone de aminoazucares unidos por
enlaces glucosidicos a un alcohol ciclico hexagonal con grupos amino
(aminociclitol), son sustancias de caracter basico, con peso molecular entre 445 y
600 Da, su actividad antimicrobiana es inhibida por un pH &cido y por cationes
divalentes, de manera que no acttan bien en las secreciones bronquiales, abscesos,
necrosis tisular y grandes cantidades de detritos organicos (Pancoast, 1988).

- Glicopéptidos. Los glucopeptidos son antibidticos bactericidas de espectro estrecho
activos solo frente a gérmenes grampositivos que acttan inhibiendo la sintesis de la
pared bacteriana. Teicoplanina es el segundo antibidtico glucopéptido disponible,
guimicamente similar a vancomicina, pero con propiedades que reducen la toxicidad,
y en algunos casos incrementan su actividad (Canovas et al., 2002). Vancomicina
interrumpe este proceso formando un complejo con la porcién D-alanina-D-alanina
del péptido precursor y evita su transferencia hasta la capa de peptidoglicano en
formacion bloqueando las reacciones de transpeptidacion (Reynolds, 1989).

- Quinolonas. Las quinolonas son un grupo de antimicrobianos sintéticos de amplio
espectro. Se han utilizado ampliamente para el tratamiento de infecciones intra y
extra hospitalarias, convirtiéndose en un recurso de suma importancia para paises en
vias de desarrollo debido a la gran disponibilidad de genéricos que reducen
drasticamente el costo del tratamiento (Pallecchi et al., 2012). El blanco especifico
de las quinolonas es interferir en la sintesis del ADN, conduciendo a muerte celular
bacteriana mediante la fragmentacién cromosdmica, penetran la pared celular a
través de porinas, inhibiendo directamente la replicacion bacteriana al interactuar con

dos enzimas; ADN girasa (proteina tetramérica compuesta por dos pares de
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subunidades A y B, codificadas por los genes GyrA y GyrB) y topoisomerasa IV
(proteina tetramérica compuesta por dos pares de subunidades A y B, codificados por
los genes ParC y ParE)15, las cuales son necesarias para realizar el
superenrollamiento del ADN, especificamente, ADN girasa es el blanco primario en
bacterias Gram negativas, mientras que topoisomerasa 1V lo es en bacterias Gram
positivas. Algunas quinolonas con espectro de actividad y potencia mejorada,

parecen tener como blanco ambas enzimas (Blondeau, 2004).

Bacteriostéaticos

- Macrdlidos. Los macrdlidos son una amplia familia de antibidticos naturales y
semisintéticos obtenidos a partir de productos metabdlicos del Streptomyces spp. Se
los considera agentes bacteriostaticos, aunque pueden ejercer efecto bactericida en
determinadas condiciones. Actlan sobre la subunidad ribosomal 50S e interfirieren
en la sintesis proteica (Sabada y Azanza, 2005). La familia de los antimicrobianos
macrolidos se caracteriza por poseer como nucleo molecular un anillo lactona
macrociclica multimembrado al cual se unen desoxiazlcares aminados, todos los
compuestos que poseen buena actividad antibacteriana, con excepcion de los
ketélidos, son particularmente activos contra bacterias Gram positivas y
micoplasmas, su actividad frente a anaerobios se considera favorable a buena, no
siendo asi frente a Gram negativos, los cuales generalmente presentan resistencia

(Prescott, 2002).

- Cloranfenicol. El cloranfenicol es un antibidtico clasico de amplio espectro que es
producido por diversas especies del género bacteriano Streptomyces incluyendo a S.

venezuelae, los grupos propanol y &cido dicloroacético deben estar intactos para una
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buena actividad antimicrobiana, no obstante, algunas sustituciones son posibles, es
una de las moléculas mas simples, razén por la que fue el primer antibiético cuya
sintesis quimica fue desarrollada para la produccién comercial a gran escala y que ha
sido modificado en multiples ocasiones para la obtencién de moléculas andlogas con
mejor actividad antimicrobiana (Mateus y Coelho, 2005). ElI mecanismo de accién
principal del cloranfenicol sobre diversas bacterias, involucra la inhibicién de la
sintesis de proteinas en las cepas sensibles, por esta razén es conveniente revisar de
forma breve como se lleva a cabo la sintesis de proteinas de una bacteria, el acido
ribonucleico mensajero (ARNm), derivado del proceso de transcripcion es usado
como molde por el complejo ribosomal donde la informacién es convertida a
proteinas (traduccién). Los ribosomas son la unidad funcional de la traduccion y

actian como un catalizador (Morales et al., 2007).

2.2.3 Resistencia bacteriana a los antibioticos

Con la aparicion de los antibioticos en la terapéutica médica se hizo patente el
problema de resistencia bacteriana, un hecho oculto hasta ese momento a los seres
humanos, pero existente en el mundo microbiolégico. Los antibidticos que utilizamos
para el tratamiento de pacientes afectos de infecciones, usualmente son copia 0
modificacion de sustancias elaboradas por microorganismos. Para sobrevivir por millones
de afios los microorganismos tuvieron que desarrollar simultaneamente mecanismos de
proteccion contra otras especies (antibioticos) y antidotos contra los mecanismos de
proteccion (resistencia a los antibioticos) de esas otras especies (Jacoby y Archere, 1991).
Se tienen las siguientes formas de resistencia bacteriana:
- Modificacién enzimatica del antibidtico. Las bacterias expresan enzimas capaces

de crear cambios en la estructura del antibiético haciendo que esta pierda la
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funcionalidad las B — lactamasas son méas prevalentes, son proteinas capaces de
hidrolizar el anillo B - lactamico que poseen los antibidticos de esta familia, de igual
forma, las enzimas modificadoras de los aminoglucosidos son capaces de modifica
estos antibioticos mediante reacciones de acetilacion, adenilacion y fosforilacion
(Livermore, 1996).

- Bombas de expulsion. Operan tomando el antibiético del espacio periplasmico y
expulsandolo al exterior, con lo cual evitan que llegue a su sitio de accion. Este
mecanismo es frecuentemente utilizado por las bacterias Gram negativas
(Vila,2007).

- Cambios en la permeabilidad de la membrana externa. Las bacterias pueden
generar cambios en la bicapa lipidica, aunque la permeabilidad de la membrana se
ve alterada, principalmente, por cambio en las porinas, estas son proteinas que
forman canales llenos de agua embebidos en la membrana externa que regulan la
entrada de algunos elementos, entre ellos, los antibidticos. Los cambios en su
conformacién pueden llevar a que la membrana externa no permitira el paso de estos
agentes al espacio periplasmico (Vila, 2007).

- Alteraciones del sitio de accidn. Las bacterias pueden alterar el sitio donde el
antibidtico se une a la bacteria para interrumpir una funcion vital de esta, este
mecanismo es, principalmente, las cuales generan cambios estructurales en los sitios

de accidn a nivel de las proteinas unidoras de penicilinas (Cavaco et al., 2008).

2.2.4 Antibioticos y diametros criticos para enterobacterias segun el Manual de
procedimientos para la prueba de sensibilidad antimicrobiana por el método

de disco difusion (INS, 2002)
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Tabla 1. Didmetros de los halos de inhibicion obtenidos sobre el crecimiento

bacteriano (INS, 2002) para determinacién de susceptibilidad.

Antimicrobiano Simbolo  Contenido Didmetro (mm)
del disco R I S
Cefalexina CL 30 pg <14 15-17 >18
Ceftazidima CAZ 30 g <14 15-17 >18
Cloranfenicol CHL 30 pg <12 13-17 >18
Trimetroprim / sulfametoxazol SXT 25 ug <10 11-15 >16

2.2.5 Resistencia bacteriana a los metales pesados

Bajo la denominacion de metales pesados se incluye a un conjunto de
aproximadamente 65 elementos de la tabla perioddica, con una densidad mayor o igual a
5 g/cm? en su forma elemental, o cuyo nimero atémico es superior a 20 (excluyendo a
los metales alcalinos y alcalino térreos). Estos presentan diferentes caracteristicas fisicas,
quimicas y biologicas; se encuentran formando complejos como iones libres o
participando en reacciones redox que resultan potencialmente toxicas para los organismos
(Duffus, 2002).

Los metales pesados no pueden ser degradados cuando se cambia el estado de
oxidacion, como ocurre con los compuestos organicos toxicos, existen solo tres
mecanismos a través de los cuales un sistema puede conferir resistencia a metales
pesados: disminucion de la acumulacion de un determinado i6n mediante su transporte
activo fuera de la célula, segregacion de los cationes por moléculas que contienen grupos
tioles, reduccién de algunos iones metalicos pesados a un estado de oxidacion menos
toxico (Mendoza y Moreno, 2005); sin embargo, no pueden funcionar como mecanismos

de detoxificacion unicos en una célula (Marrero et al., 2010).
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a. Resistencia al plomo. La mayoria de metales pesados (cobre, niquel y zinc) existen
naturalmente en bajas concentraciones en los suelos, rocas, agua y la biota; estas son
suficientes para proveer a los sistemas vivos con nutrientes esenciales, pero en
niveles altos puede causar toxicidad (Meng et al., 2013). Las altas concentraciones
de metales pesados en el suelo pueden provocar cambios evolutivos, debido a sus
efectos dafiinos, son potencialmente devastadores, ya que contaminan el aire, el agua
y el suelo, y son utilizados por las plantas y demas eslabones de la cadena tréfica
(Sinhal et al., 2010).

Las bacterias enddfitas emplean diferentes mecanismos de proteccion celular
para adaptarse a los ambientes contaminados con altas concentraciones de plomo;
entre estos se encuentran: el eflujo, secuestracién extracelular, absorcion en
superficies celulares y en espacios intercelulares, precipitacion, alteracion de la
morfologia celular, incremento en la produccion de sider6foros y la bioacumulacién

intracelular, entre otros (Naik y Dubey, 2013).

b. Al mercurio. Entre los metales pesados, el mercurio no tiene ninguna funcién
bioldgica beneficiosa, el mercurio (Hg) es un metal pesado altamente toxico, que
amenaza a la salud humana y al medioambiente. Se encuentra en la naturaleza en
formas inorganicas siendo toxicas (UNEP, 2013). Existe una amplia variedad de
bacterias facultativas que pueden crecer en presencia de compuestos mercuriales,
algunas de las cuales forman biopeliculas, generando un gradiente de
concentraciones como medio de proteccion ante la toxicidad de los compuestos, la
tolerancia de una amplia variedad de bacterias al mercurio puede deberse a un
contacto permanente con este elemento en condiciones especiales, algunas bacterias

son capaces de utilizar estos compuestos (organomercuriales) como fuentes de
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carbono o de energia y producir compuestos menos toxicos, lo cual generalmente
ocurre a través de cuatro mecanismos: reduccion enzimatica a mercurio elemental y
su posterior volatilizacion (con ayuda de la enzima mercurio reductasa); formacion
del compuesto sulfuro de mercurio (HgS), el cual es precipitado; produccion de tioles
volatiles via mineralizacion como compuestos sulfato-mercuriales; y quelacion de
iones de mercurio en la matriz exopolimérica de una biopeliculas (Acevedo y
Severiche, 2013).

El metal pesado mercurio no poseen funcion bioldgica Util y es muy téxico
para toda forma de vida (Govind y Madhuri 2014), incluido a aquellos que generan
resistencia para tolerar su efecto toxico, la resistencia al mercurio esta asociada a la
resistencia a antibioticos en aislados clinicos y ambientales (Cardonha et al., 2005),
gracias a los elementos genéticos moviles como los transposones y plasmidos
conjugativos (Gonzalez et al., 2004), donde la presencia de metales pesados origina
la aparicion de formas resistentes en procariotas, como es el caso de los rios Rimac
y Chillén, contaminados por aguas residuales doméstico e industrial (Reyes, 2012).

Asimismo, en aguas marinas impactadas por la actividad humana, los
microorganismos expuestos a temperatura del mar, pH, salinidad, oxigeno disuelto y
otros parametros variables y los compuestos tdxicos, hacen que desarrollen varios
tipos de resistencias, cepas de Escherichia coli presentan resistencia al mercurio, asi
como también a los antibioticos, en especial en bacterias aisladas en la bahia de
Callao, proximo a la desembocadura de los rios Rimac y Chillon, quienes portan
aguas residuales urbano e industrial (mineras), en ellas las bacterias resistentes al
mercurio fueron también resistentes a ampicilina, tetraciclina, amoxicilina y

sulfametoxazol trimetoprim (Sulca y Alvarado, 2018).
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La resistencia bacteriana al mercurio, se deberia gracias a los plasmidos
conjugativos, lo que demostraria que la resistencia al mercurio estd dada
principalmente por plasmidos no conjugativos, ante ello Huddleston et al. (2006),
reportaron en Aeromonas spp resistentes a antibidticos y a mercurio, plasmidos
conjugativos que codifican resistencia solo al metal y no a los antibi6ticos, por otro
lado, Seol et al. (2002), registraron un plasmido de resistencia no conjugativo de 18.3
Kpb, el cual posee genes de resistencia para los antibidticos de tetraciclina,
estreptomicina y sulfisomidina en aislados de Shigella sonnei de origen clinico. Los
géneros bacterianos Bacillus, Pseudomonas, Staphylococcus, Brevibacterium que
proceden de ambientes contaminados poseen resistencia al mercurio (> 10 ppm) y a
otros metales pesados (Dash et al., 2014).

Las bacterias de estuarios y ambientes marinos adquieren la resistencia al
mercurio por transferencia horizontal de genes con microorganismos de la misma
especie como también de otras especies microbianas (Ramaiah y De, 2003). Paul et
al. (1992) demostraron en Escherichia coli la transferencia de plasmidos no
conjugativos depende del contacto celular, y la transformacion natural por plasmidos
no conjugativos se diseminan a través de las comunidades microbianas heterogéneas.

Klmmerer (2004), informa que la presencia de antibioticos entre ellas
penicilina, tetraciclina, macrolidos, quinolonas, sulfonamidas, origina bacterias
resistentes a dichos antibidticos aislados desde efluentes hospitalarios y aguas
residuales. Los plasmidos bacterianos de resistencia de procedencia ambiental son
estables ante la ausencia de un agente selectivo, refutando la teoria que se perderia
por generaciones sucesivas, propagandose los genes de resistencia y/o determinantes

de virulencia en bacterias propias de un ecosistema dado (De Souza et al. 2006).
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CAPITULO III

MATERIALES Y METODOS

3.1 LUGAR DE ESTUDIO

Las muestras de agua fueron colectadas en tres zonas de estudio del rio Chillichaca
(coordenadas 13°47'47.4" latitud Sur y 70°28'51.8" longitud oeste), y que practicamente
discurre a un costado de la localidad de Ollachea, la cual se ubica en el distrito del mismo
nombre, provincia de Carabaya, region Puno — Peru (Figura 1). El estudio experimental
se realizo en el laboratorio de Botanica y Biotecnologia de la Facultad de Ciencias
Biologicas de la Universidad Nacional del Altiplano Puno.

El rio Chillichaca se inicia en el Gran Cafion del Allincapac y encausa el agua del
rio Macusani, que posee el nombre segin su trayecto en rio Corani, Chillichaca,
Payachaca, San Juan hasta confluir con el rio Inambari, es un rio no caudaloso pequefio,
en su trayecto pasa por la zona minera de Ollachea (propiamente dicha), y recoge relaves
mineros de empresas mineras informales, sus aguas son grises en tiempos de lluvia
incrementa su caudal. Segun Barraza (2017), el agua del rio Chillichaca posee las
siguientes caracteristicas fisicoquimicas: OD 3.75 mg/l, pH 8.51, temperatura 10.81 °C,
CE de 588 uS/cm, SDT 294 mg/l y salinidad 0.29 mg/l, estas caracteristicas fueron
consideradas para una mejor interpretacion de los resultados de la investigacion.

Los puntos de muestreo en el rio Chillichaca son denominados Mina Ollachea
(Z1) cuyas coordenadas son 13°47'44.4" latitud Sur y 70°28'50.8" longitud Oeste; el
segundo punto de muestreo fue denominado Barrio Arriba (Z2), ubicada en las

coordenadas 13°47'38.2" latitud Sur y 70°28'33.4" longitud Oeste; y el tercer punto de
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muestreo fue el Puente Chillichaca (Z3) cuyas coordenadas son 13°47'34.2" latitud Sur y
70°28'21.3" longitud Oeste. Entre los puntos de muestreo Z1 y Z2 tuvieron una distancia
aproximada de 400 m y entre los puntos de muestreo Z2 y Z3 una distancia de 500 m
aproximadamente.

RIO CHILLICHACA

MINA OLLACHEA

Figura 1. Zonas de muestreo de bacterias (Z1, Z2 y Z3) en el rio Chillichaca de la
localidad y distrito de Ollachea, provincia de Carabaya, regién Puno, setiembre —

noviembre 2019.

3.2 TIPO DE ESTUDIO

La investigacion estuvo enmarcada en un tipo de estudio descriptivo y analitico,
ya que se realizd la descripcion y la interpretacion de los resultados de recuentos
bacterianos segun la capacidad de respuesta a los antibidticos y metales pesados en
enterobacterias, y de temporalidad transversal, ya que se realizO en un tiempo

determinado entre los meses de setiembre — noviembre 2019 (Hernandez et al., 2014).
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3.3 POBLACION Y TAMARNO DE MUESTRA

La poblacién en estudio estuvo constituida por el agua del rio Chillichaca, el cual
no posee un volumen uniforme durante el afio, razén por la cual se consideré como una
poblacion infinita. En ese sentido con la finalidad de determinar la susceptibilidad de las
enterobacterias a los antibidticos y los metales pesados, el nimero de muestras se
determind mediante un muestreo no probabilistico por conveniencia, constituido por un
total de 27 muestras de agua, distribuidos en tres meses, en tres puntos de muestreo y tres
repeticiones.

En la Figura 1 se visualiza los tres puntos de muestreo seleccionados en el rio
Chillichaca, se considerd el criterio de la accesibilidad al lugar, para que la colecta de
agua fuese segura y representativa, el criterio de temporadas de incremento de caudal del
rio (meses de septiembre, octubre y noviembre 2019), el horario de muestreo del agua fue
entre las 13 y 14 horas, la presencia de casas en la periferia de la localidad de Ollachea
ubicadas al borde del rio que verterian sus aguas residuales y la proximidad del proyecto
minero Ollachea. Las muestras se colectaron cumpliendo las recomendaciones del
Protocolo Nacional para el Monitoreo de la Calidad de los Recursos Hidricos
Superficiales. Las muestras fueron colectadas durante los meses de septiembre a
noviembre del afio 2019, en botellas de vidrio previamente esterilizados con capacidad
de 750 ml (3/4 partes del frasco) con la finalidad de dejar un espacio para aireacion y
mezcla, haciendo un total de 20,250 ml muestreados. Los frascos de vidrio conteniendo
las muestras de agua, fueron envueltas en papel aluminio y dispuestas en una caja de
Tecnopor acondicionada con bolsas de hielo, para su transporte en oscuridad y a
temperaturas menores a 6 °C. Se considerd que el maximo tiempo de almacenamiento fue

de 24 horas (ANA, 2016).
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Cada muestra de agua se colectdé aproximadamente entre los 20 y 25 cm de
profundidad de la superficie en sentido contrario a la corriente del rio, luego las botellas
fueron rotuladas. En cada punto de muestreo se colecto tres muestras de agua, haciendo
un total de nueve muestras, cada una de ellas se realizo en forma mensual. En razén de
que la muestra fue una poblacion infinita de litros de agua, el tamafio de muestra se
calcul6 mediante el muestreo no probabilistico por conveniencia (Otzen y Menterola,
2017). Por la naturaleza de la investigacion, los aislamientos bacterianos se realizaron en

tres repeticiones (ANA, 2016).

3.4 METODOLOGIA

3.4.1 Susceptibilidad a los antibioticos en enterobacterias aisladas a partir de
muestras del rio Chillichaca
a. Frecuencia de muestreo
El muestreo que se realizd en esta investigacion, fue no probabilistico por
conveniencia (Otzen y Menterola, 2017), y estuvo conformado por el rio Chillichaca, la
determinacion de las bacterias presentes en dicho cuerpo acuatico se llevé a cabo en nueve
muestreos mensuales, los cuales se ejecutaron por tres meses consecutivos, donde Zona
1: 3 muestras, 3 repeticiones, total 9 muestreos. Zona 2: 3 muestras, 3 repeticiones, total
9 muestreos. Zona 3: 3 muestras, 3 repeticiones, total 9 muestreos. Total 27 muestras de

agua que corresponden a 27 aislamientos por cada bacteria.

b. Descripcion detallada de procedimiento, uso de materiales y equipos
b.1 Aislamiento de enterobacterias

Metodo. Cultivo in vitro en agares Nutritivo y Eosin Metil Blue (EMB).
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Fundamento. Los agares Nutritivo y EMB, son medios utilizados para obtener un mejor
rendimiento en el aislamiento selectivo de todo tipo de bacterias y enterobacterias y otras
especies de bacilos Gram negativos. La diferenciacion entre organismos capaces de
utilizar la lactosa y/o sacarosa, y aquellos que son incapaces de hacerlo, esta dada por los
indicadores eosina y azul de metileno, éstos ejercen un efecto inhibitorio sobre muchas
bacterias Gram positivas.

Procedimientos. Las muestras de agua del rio Chillichaca, fueron cultivadas en los agares
Nutritivo y EMB por extensién. Las colonias bacterianas observadas en los cultivos de
placas de agar EMB, fueron identificadas como Escherichia coli aquellas colonias
verdosas con brillo metélico y centro negro azulado, Citrobacter sp aquellas colonias con
brillo metalico, poseen un centro oscuro con periferia incolora, Klebsiella sp aquellas con
caracteristicas mucosas y rosa purpura, Enterobacter sp aquellas colonias incoloras
pequefias y puntiformes. Para corroborar el género y la especie, se realiz6 la tincion Gram

y pruebas bioquimicas de TSI, LIA, CS, e Indol.

b.2 Evaluacion de la resistencia a los antibioticos

Meétodo. Difusién en agar con discos de sensibilidad o antibiograma disco - placa.
Fundamento. Esta basado en el trabajo de Kirby Bauer, consiste en depositar, en la
superficie de agar previamente inoculada con el microorganismo, discos de papel secante
impregnados con los diferentes antibioticos, los cuales se difunden radialmente sobre el
agar, formandose un gradiente de concentracion, luego de 18 — 24 horas de incubacién
los discos presentaron zonas de inhibicién que fueron medidas con un calibrador o vernier
(Cantdn et al., 2000).

Procedimientos. Las enterobacterias Escherichia coli, Klebsiella sp y Enterobacter sp y

Citrobacter sp fueron cultivadas en medio de cultivo Muller Hilton, a continuacion, se
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colocaron en forma aséptica los discos de sensibilidad de cefalexina (30 pg),
cloranfenicol (30 pg), ceftazidima (30 ug), trimetroprim — sulfametoxazol (25 pg). Los
cultivos se incubaron durante 48 horas a una temperatura de 37 °C. La actividad
antibacteriana de los antibidticos fue determinada con la medida del didmetro de
inhibicién bacteriana (mm) producido alrededor de cada disco de antibidticos con un
vernier calibrado. Los halos de inhibicion registrados de las bacterias frente a cada
antibidtico, fueron contrastados con los diametros estandares para determinar la respuesta
antimicrobiana del Instituto Nacional de Salud (INS, 2002) y todos los ensayos se

realizaron por triplicado.

c. Variables evaluadas
Variable independiente: Antibidticos cefalexina (30 pg), cloranfenicol (30 ug),
ceftrazidima (30 ug) y trimetroprim — sulfametoxazol (25 pug).

Variables dependientes: Diametros de halos de inhibicion antimicrobiana.

d. Andlisis bioestadistico de datos

El disefio de investigacion fue no experimental, los tratamientos fueron
conformados por los discos de antibioticos. Como los datos obtenidos pertenecieron a
una variable discreta, los halos de inhibicion fueron analizados mediante un analisis de
Kruskal Wallis y prueba de rangos (P<0.05), asimismo se determind el promedio y
coeficiente de variabilidad. Los andlisis se realizaron en el software estadistico Infostat

version estudiantil.

3.4.2 Actividad antimicrobiana de plomo y mercurio en enterobacterias aisladas

del rio Chillichaca
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a. Frecuencia de muestreo
Las enterobacterias (Escherichia coli, Klebsiella sp, Enterobacter sp y Citrobacter sp)
aisladas e identificadas de las 27 muestras de agua del rio Chillichaca, fueron sometidas
a concentraciones crecientes de 1, 10, 30 y 50 mg/l de plomo y mercurio, los muestreos
se realizaron mensualmente al dia 15 de cada mes.
b. Metodologia
Se realizaron los procedimientos recomendados por Moraga et al. (2003), quienes
aplicaron la siguiente metodologia:
b.1 Preparacion de las soluciones de metales pesados en concentraciones de 1, 10, 30
y 50 mg/l de plomo y mercurio
Las soluciones de plomo se obtuvieron con las sales de metales pesados nitrato de plomo
(Pb(NO3)2) y cloruro de mercurio (HgCl.), diluyendo soluciones stock o madre, lo cual
se detalla a continuacion: se conoce que el peso molecular del nitrato de plomo
(Pb(NO3)2), es de 331.2 g/mol, se pesd 1.60 g y transferido a una fiola de 1000 ml de agua
destilada, obteniéndose asi una solucién de 1 g/l equivalente a 1000 mg/l de plomo.
Posteriormente, se obtuvieron las diluciones, utilizando la ecuacion C1V1 = CVo.
- Obtencidn de la concentracion de 1 mg/l de plomo:

CiVi=CV2

(1000 mg/l) (V1) = (1 mg/l) (250 ml)

V1 = 0.25 ml de soluciodn stock y aforar a 250 ml de solucion de agua destilada en

una fiola.
- Obtencidn de la concentracion de 10 mg/l de plomo:

CiVi=CV2

(1000 mg/l) (V1) = (10 mg/l) (250 ml)
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V1 =2.5ml de solucion stock y aforar a 250 ml de solucion de agua destilada en una
fiola.
- Obtencidn de la concentracion de 30 mg/l de plomo:
CiV1=C V2
(1000 mg/l) (V1) = (30 mg/l) (250 ml)
V1 =7.5ml de solucion stock y aforar a 250 ml de solucion de agua destilada en una
fiola.
- Obtencion de la concentracion de 50 mg/l de plomo:
CiV1=C V2
(1000 mg/l) (V1) = (50 mg/l) (250 ml)
V1 =12.5 ml de solucién stock y aforar a 250 ml de solucion de agua destilada en
una fiola.
Para la obtencion de las soluciones de concentraciones crecientes de mercurio se realizo

el mismo procedimiento que para la obtencidn de las soluciones de plomo.

b.2 Determinacion de la resistencia de enterobacterias a plomo y mercurio

Meétodo. Dilucién en agar propuesto por Aarestrup y Hasman (2004).

Fundamento. En la presente investigacion se adapt6 el método de dilucién en agar, que
se utiliza para medir cuantitativamente la actividad in vitro de un antimicrobiano que en
esta oportunidad seran plomo y mercurio, frente a un cultivo bacteriano. Estos métodos
se basan en la preparacion de una serie de placas con agar, a los cuales se les agrega el
antibidtico (ATB) en este caso se afiadira plomo y mercurio en distintas concentraciones.
Luego se inoculan en cada uno de las placas con una suspension estandarizada del
microorganismo en estudio. Los resultados se examinan después de incubar por 48 horas

a 37 £ 05 °C y se determina la concentracion inhibitoria minima (CIM) del
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antimicrobiano que fue reemplazado por plomo y mercurio frente al microorganismo
ensayado.

Procedimientos. Los ensayos de susceptibilidad al plomo y mercurio se llevaron a cabo
mediante el método de dilucion en agar (Aarestrup y Hasman, 2004). Para ello se utilizé
el agar Plate Count (Himedia - India) que fue preparado con soluciones crecientes entre
1, 10, 30 y 50 mg/l de plomo en forma de nitrato de plomo y mercurio en forma de cloruro
de mercurio. Las soluciones de plomo y mercurio se prepararon en agua destilada, se
esterilizaron en autoclave y se almacenaron a 4 °C en un refrigerador hasta su uso.

La suspension bacteriana de cada Enterobacteria se obtuvo mediante la
inoculacion de 1 o 2 colonias con un asa de siembra en un tubo de ensayo con 5 ml de
agua destilada atemperada a 37 °C, luego de disolverla en un vértex, el tubo de ensayo se
comparé con el estandar 0.5 McFarland, su similitud de turbidez fue equivalente a que la
suspension bacteriana aproximada de 1.5 x 108 UFC/mI (Quispe, 2017). En las placas con
agar Plate Count y metales pesados se inocularon 1 ml de cultivos de enterobacterias
ajustados al estandar 0.5 de la escala de McFarland (Rojas, 2011), fueron incubados por
48 horas a 37 °C. Los resultados de los recuentos de colonias obtenidos se interpretaron
fueron considerados positivos al observar el crecimiento de colonias de bacterias (Vallejo
et al., 2020).

La concentracion minima inhibitoria (CMI) se determind al observar el
crecimiento nulo de colonias de bacterias en una placa Petri conteniendo una
concentracion determinada del metal pesado (plomo y mercurio), si a la mayor
concentracion evaluada en la presente investigacion continud presentando crecimiento
bacteriano, el célculo de la CMI se realizé mediante la ecuacion de la regresion y = bx +

a.
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c. Variables evaluadas
Variable independiente: Pb y Hg en concentraciones de 1, 10, 30 y 50 mg/I
Variables dependientes: Numero de colonias viables de cada una de las

enterobacterias.

d. Analisis bioestadistico de datos

El disefio de investigacion fue no experimental, los tratamientos fueron
conformados por las concentraciones de plomo y mercurio. En razén de que los datos de
una variable discreta, los recuentos de colonias de cada colonia bacteriana, fueron
evaluados mediante un andlisis de Kruskal Wallis y prueba de rangos (P<0.05), asimismo
se determiné el promedio y coeficiente de variabilidad. Los analisis se realizaron en el

software estadistica Infostat version estudiantil.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 SUSCEPTIBILIDAD A LOS ANTIBIOTICOS EN ENTEROBACTERIAS

AISLADAS DEL RIO CHILLICHACA

Las enterobacterias (Escherichia coli, Klebsiella sp, Enterobacter sp, Citrobacter
sp), en el rio Chillichaca, fueron sensibles a los antibidticos expuestos (cefalexina,
ceftazidima, cloranfenicol y trimetoprim- sulfametoxazol), excepto Klebsiella sp quien
resultdé con respuesta intermedia al antibiotico cloranfenicol. En Escherichia coli, los
promedios de halos de inhibicion fueron de 19.00 mm frente a cefalexina (CL), 18.33 mm
respecto a cloranfenicol (CHL), 27.67 mm contra ceftazidima (CAZ) y 38.67 mm en
relacion con trimetroprim — sulfametoxazol (SXT). Por otro lado, Klebsiella sp, mostro
promedios de 19.00 mm en presencia de cefalexina (CL), 32.67 mm con respecto de
ceftazidima (CAZ), 38 mm delante de trimetroprim / sulfametoxazol (SXT) y 15.00 mm
respecto a cloranfenicol (CHL), a diferencia de los demas antibioticos en este caso resultd
con respuesta intermedia en razon de que el INS (2002), establece valores referenciales
para establecer como respuesta intermedia cuando se obtiene mediciones de didametros de
inhibicidén entre los 13 — 17 mm, asimismo se considera con respuesta resistente cuando
se determina diametros de halos de inhibicién menores o iguales a 12 mm; mientras que
se considera sensible cuando el diametro de halo es mayor o igual a 18 mm. Asimismo,
Enterobacter sp, present6 diametros de 19.00 mm frente a cefalexina (CL), 20.00 mm en
presencia de cloranfenicol (CHL), 29 mm frente ceftazidima (CAZ) y 39 mm respecto
de trimetroprim / sulfametoxazol (SXT); mientras que para Citrobacter sp, los diametros

fueron de 18.67 mm delante de cefalexina (CL), 19.00 mm frente a cloranfenicol (CHL),
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29 mm en presencia de ceftazidima (CAZ) y 38.67 mm con relacién a trimetroprim /

sulfametoxazol (SXT) (Tabla 2).

Tabla 2. Respuesta a los antibidticos en enterobacterias aisladas del agua del rio
Chillichaca segun halos de inhibicion, septiembre — noviembre 2019.

Repeticiones Respuesta
Prom CV antimicrobiana

Bacterias Antibidtico . , . mm) (%) segin el INS
(2002)

Cefalexina 18 19 20 19.00 5.26 Sensible
Escherichia Cloranfenicol 18 18 19 18.33 3.15 Sensible
coli Ceftazidima 29 26 28 2767 552 Sensible
Trimet—Sulfa 39 39 38 3867 1.49 Sensible
Cefalexina 20 18 19 19.00 5.26 Sensible

Cloranfenicol 14 15 16 15.00 6.67 Intermedio

Klebsiella sp
Ceftazidima 34 33 31 3267 468 Sensible
Trimet—Sulfa 39 37 38 38.00 2.63 Sensible
Cefalexina 18 20 19 19.00 5.26 Sensible
Enterobacter Cloranfenicol 19 21 20 20.00 5.00 Sensible
sp Ceftazidima 29 28 30 29.00 3.45 Sensible
Trimet—Sulfa 40 38 39 39.00 256 Sensible
Cefalexina 18 19 19 18.67 3.09 Sensible
Cloranfenicol 18 19 20 19.00 5.26 Sensible
Citrobacter sp

Ceftazidima 29 28 30 29.00 3.45 Sensible
Trimet—Sulfa 39 38 39 38.67 1.49 Sensible

Doénde: Prom: promedio, CV: coeficiente de variabilidad.

La gran mayoria de las enterobacterias fueron considerados con respuesta sensible

a los antibioticos, en razon de que los diametros de los halos de inhibicion bacteriana
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fueron mayores o iguales a 18 mm en cefalexina (CL), ceftazidima (CAZ) y trimetroprim
/ sulfametoxazol (SXT), asimismo, Klebsiella sp se considerd con respuesta intermedia a
cloranfenicol (CHL) en razén de que los diametros de inhibicion fueron de 15 mm (Figura
2). Por otro lado, se observa también que los coeficientes de variacion oscilaron entre

1.49 y 6.67 %, por lo que los datos evaluados poseen una baja dispersion de datos.
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BACTERIAS Y ANTIBIOTICOS

Figura 2. Promedios de halos de inhibicion de los antibidticos en enterobacterias
aisladas del agua del rio Chillichaca, septiembre - noviembre 2019. Linea verde: valor
de sensibilidad; linea roja: valor de resistencia

Los anélisis de datos mediante la prueba de Kruskal Wallis, resultaron que los
didmetros de halos de inhibicién bacteriana en las cuatro enterobacterias no presentaron
diferencia estadistica significativa (H = 0.60; P = 0.8946), en razon de que el valor de la
probabilidad (P) es mayor a 0.05 (anexo 1); sin embargo al analizar con la misma prueba
de Kruskal Wallis, los didmetros de halos de inhibicion segln el antibiético evaluado,

presentaron diferencia estadistica significativa (H = 39.83; P < 0.0001), debido a que el

42

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis
]



NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

; h'ﬂ UNIVERSIDAD

valor de la P fue menor a 0.05, y que luego de evaluar la prueba de contraste de rangos,
los menores diametros se determinaron frente a los antibidticos cloranfenicol (CHL) y
cefalexina (CL) con promedios de 18.08 y 18.92 mm, estos didmetros fueron inferiores a
los determinados en presencia de ceftazidima (CAZ) con un promedio de 29.58 mm y los
diametros mas altos con 38.58 mm de promedio se obtuvieron frente al antibidtico
trimetroprim / sulfametoxazol (SXT) (Figura 3) (anexo 2).

Las enterobacterias aisladas en la investigacion resultaron en su mayoria ser
sensibles a los antibidticos evaluados cefalexina (CL), ceftazidima (CAZ), cloranfenicol
(CHL) vy trimetroprim / sulfametoxazol (SXT), lo cual concuerda con los resultados
obtenidos por Coila (2017), quien en Puno (Per(), al aislar bacterias de la laguna de
oxidacion de la ciudad, determinaron que Escherichia coli, Enterobacter sp y Citrobacter
sp, resultaron sensibles a CL, CAZ, SXT y a CHL, mientras que Klebsiella sp presento

resistencia intermedia a este Gltimo antibiético citado.

40+
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Figura 3. Promedios de halos de inhibicion de los antibidticos en enterobacterias,
aisladas del rio Chillichaca, septiembre - noviembre 2019. Linea verde: valor de
sensibilidad; linea roja: valor de resistencia.

43

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



NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

; hﬂ UNIVERSIDAD

Por otro lado, fueron diferentes a los reportados por Nufiez et al. (2012), en Buenos
Aires (Argentina), aislaron enterobacterias a partir de aguas grises, resultando resistentes
a los antibioticos ampicilina y cefalotina, inclusive presentaron multirresistencia;
asimismo, Castafieda et al. (2009), en bacterias aisladas en playas de la isla Margarita
(Venezuela), como la especie Klebsiella pneumoniae fue resistente cefataxima; por su
parte, Rivera et al. (2006), en el rio Alseseca de Puebla (México) encontraron
enterobacterias, como Escherichia coli, Klebsiella sp, Enterobacter sp y Citrobacter sp,
todas resistentes a cabermicilina; Moraga et al. (2003), aislaron a Pseudomonas
maltophilia, y Alcaligenes sp en la bahia de Iquique (Chile), y presentaron resistencia
ampicilina, amikacina, cefomax, cefotaxima y nitrofurantoina; Reinthaler et al. (2003),
en Austria, aislaron Escherichia coli a partir de plantas de tratamiento de aguas residuales
y establecieron que presentaron resistencia a penicilinas, cefalosporinas, quinolonas,
tetraciclina y trimetoprima/sulfametoxazol; Sulca y Alvarado (2018), en cepas de
Escherichia coli aisladas del agua superficial del litoral de Lima (Pert), fueron resistentes
a los antibidticos y afirman que se constituyen en un problema de salud publica y
ambiental; Ferreira et al. (2007), en Porto (Portugal), aislaron bacterias Escherichia spp.
desde aguas residuales, y resultaron ser resistentes a trimetroprim / sulfametoxazol (SXT)
y tetraciclina; y Cardonha et al. (2005), en Brasil, las cepas de Escherichia coli aisladas
de agua de alcantarilla y de mar, presentaron resistencia a trimetroprim / sulfametoxazol
(SXT).

La respuesta de sensibilidad que presentaron la gran mayoria de enterobacterias
aisladas del rio Chillichaca, no presentaria sustancias contaminantes que generarian
resistencia, porque la resistencia se observo en bacterias que tenian como habitat los
liquidos clocales urbanos (Tennstedt et al., 2003), los barros cloacales (Reinthaler et al.,

2003), las aguas subterraneas (Gallert et al., 2005), los liquidos residuales hospitalarios
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(Schwartz et al., 2003), y en rios contaminados con descargas cloacales (Costanzo et al.,
2005). Por otro lado, Klebsiella sp fue la Gnica que resultd con respuesta intermedia al
antibidtico cloranfenicol (CHL), ello se deberia a que las enterobacterias presentan la
capacidad de adaptacion por medio de mecanismos tales como las mutaciones y las
recombinaciones génicas, de esta manera lograria la resistencia a antibioticos (Rivera et
al., 2013). La resistencia a los antibidticos en enterobacterias, seria perjudicial y pondria
en riesgo la salud puablica circundante, debido a que actuarian como patdgenos
oportunistas y originarian infecciones en las personas que tuvieron contacto con las
muestras de agua conteniendo dichas bacterias (Simmons y Gibson, 2012).

El rio Chillichaca que discurre cerca de la localidad de Ollachea (Carabaya —
Puno), es una fuente de agua dedicada al esparcimiento de sus habitantes, lo cual pondria
en riesgo a sus visitantes ante la presencia de bacterias Klebsiella sp con respuesta
intermedia a cloranfenicol (CH), en razén de que la OMS recomienda que la poblacion
no deberia de exponerse a patdgenos que porten o transmitan resistencia a los
antimicrobianos (WHO 2003) y que la dispersion de bacterias resistentes seria a causa de
la aplicacion indiscriminada de antibidticos en actos médicos y veterinarios (Zambrano
et al., 2002) y el vertimiento de aguas residuales de los centros de atencién en salud, por
tanto, se constituirian en focos de contaminacion, que originarian alteraciones en la
composicion fisica, quimica y bacteriologica del agua (Ferreira da Silva et al., 2005), de
esta manera realizan una presion selectiva sobre los microorganismos en los cuerpos
receptores, seleccionando bacterias con resistencia maltiple a antibiéticos, mediante la
transmision de factores de resistencia hacia ellas (Sandaa y Enger 1994).

En respuesta intermedia a los antibioticos en Klebsiella sp, también se deberia a
la mutacién de las proteinas porinas, por donde ingresan los antibidticos en la membrana

externa (Casellas, 2006), por otro lado, presentarian plasmidos que codifican
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multirresistencia transferible, llamados plasmidos gnr, que inhibirian la union del
antibidtico a la enzima ADN girasa, originando altos valores a la concentracion minima
inhibitoria (Mammeri et al.,, 2005) y si hubieran presentado resistencia a las
cefalosporinas, se mencionaria la presencia de plasmidos (pAmpC) (Rivera, 2012), o
también estaria relacionado con la bomba de expulsién CraA (chloramphenicol resistance
Acinetobacter) y la bomba Ade ABC, que le otorgaria la respuesta intermedia al
cloranfenicol (CHL) (Vanegas et al., 2014), a ello se adicionaria mecanismos de
resistencia como los elementos genéticos moviles (Lutz y Lee, 2011), de tal manera que
en habitats acuicolas, solo persistiran las bacterias resistentes a los antibiéticos presentes
(Seiler y Berendonk, 2012).

De lo analizado anteriormente se afirma que las bacterias que habitan lugares o
habitats contaminados con aguas residuales poseen la capacidad de resistencia, en razon
de que subsisten las condiciones adversas originando mecanismos de resistencia a los
antibidticos, tal como lo afirma diversos estudios donde las bacterias que habitan lugares
contaminados poseen la capacidad de resistencia a antibidticos, en razon de que
originando mecanismos de resistencia. En la investigacion Escherichia coli, Entorobacter
sp y Citrobacter sp fueron sensibles a los antibi6ticos y Klebsiella sp solo tuvo una
respuesta intermedia, esto se debid a que las bacterias del rio Chillichaca no obtuvieron
la capacidad de resistencia. La presencia de Klebsiella sp con una respuesta intermedia al
cloranfenicol, seria un indicador importante de la persistencia de bacterias resistentes a
los antibidticos, por lo que deberian de tener mas cuidado, tanto en la poblacion como los
visitantes a la localidad de Ollachea.

Por todo lo expuesto, se rechaza la hipdtesis planteada, en razon de que las
enterobacterias Escherichia coli, Klebsiella sp y Enterobacter sp y Citrobacter sp

aisladas del rio Chillichaca del distrito de Ollachea, no presentaron resistencia a los
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antibidticos cefalexina (30 ug), cloranfenicol (30 pg), ceftazidima (30 pg) y trimetroprim

- sulfametoxazol.

4.2 ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DEL PLOMO Y MERCURIO EN

ENTEROBACTERIAS AISLADAS DEL RiO CHILLICHACA

4.2.1 Actividad antimicrobiana de plomo en concentraciones crecientes

Tabla 3. Recuento de colonias de enterobacterias (UFC/mI) en concentraciones
crecientes de plomo, septiembre — noviembre 2019.

Repeticiones
Bacteria Concentracion Promedio C. V. (%)
1 2 3

1 mg/l 2125 1930 1849 1968.00 7.21

10 mg/l 1952 1832 1850 1878.00 3.45
Escherichia coli

30 mg/l 1500 1328 1456 1428.00 6.26

50 mg/I 1236 1142 1105 1161.00 5.82

1 mg/l 1323 1536 1420 1426.30 7.48

10 mg/I 1143 1256 1225 1208.00 4.83
Klebsiella sp.

30 mg/l 980 1124 1006 1036.70 7.40

50 mg/l 528 895 920  781.00 28.10

1 mg/l 1947 1845 1834 1875.30 3.32

10 mg/I 1862 1832 1723 1805.70 4.05
Enterobacter sp.

30 mg/l 1712 1725 1653 1696.70 2.26

50 mg/l 1523 1423 1336 1427.30 6.56

1 mg/l 1882 1723 1800 1801.70 441

Citrobacter sp. 10 mg/I 1721 1658 1670 1683.00 1.99

30 mg/l 1505 1489 1458 1484.00 1.61
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50 mg/l 1463 1389 1386 1412.70 3.09

Donde: C. V.= coeficiente de variacion

Los recuentos promedios de colonias de Escherichia coli, variaron entre 1161
colonias a 50 mg/l de plomo, con conteos que oscilaron entre 1105 y 1236 colonias y
1968 colonias a 1 mg/l de plomo, con conteos de colonias que fluctuaron entre 1849
colonias llegando a 2125 colonias; por otro lado, Klebsiella sp presentd los mayores
recuentos promedios de colonias bacterianas a 1 mg/l de plomo con 1426.30 colonias,
donde los recuentos variaron entre 1323 y 1536 colonias, mientras que los menores
recuentos se presento a una concentracion de 50 mg/l de plomo con 781 colonias, y estos
variaron entre 528 y 920 colonias; asimismo, Enterobacter sp, resultdé con mayores
promedios de recuentos de colonias a concentraciones de 1 mg/l con 1875.30 colonias,
con cifras que variaron entre 1834 y 1947 colonias, sin embargo, a 50 mg/l de plomo el
recuento promedio de colonias disminuyé a 1427.30 colonias, con valores que oscilaron
entre 1336 y 1523 colonias; y Citrobacter sp, al igual que los anteriores los mayores
promedios se obtuvo cuando fueron cultivadas en concentraciones de 1 mg/l de plomo
con 1801.70 colonias, con cifras que fluctuaron entre 1723 y 1882 colonias y los menores
recuentos a 50 mg/l de plomo con 1412.70 colonias con valores de rango entre 1386 y
1463 colonias (Tabla 3).

Como se muestra la tabla 4, los recuentos de las colonias disminuyen mientras se
incrementaron la concentracion de plomo en los medios de cultivo (Figura 4); por otro
lado, los coeficientes de variabilidad (CV), variaron entre 1.61 y 28.10%, con ello se
afirma que los valores de las repeticiones presentaron una dispersion de datos entre baja
y leve, siendo factible la realizacion de los analisis estadisticos.

Las concentraciones minimas inhibitorias (CMI) de plomo en solucion sobre
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enterobacterias aisladas calculadas mediante la ecuacion de la regresion fueron: 115.72
mg/l para Escherichia coli, 113.10 mg/l para Klebsiella sp, 215.69 mg/I para Enterobacter

sp y de 223.15 mg/l para Citrobacter.

2000 1968
1878 1875.3

1805.7 1801.7

1800 1696.7 1683

1600 1484
1428 1426.3 1427.3 1412.7

1400

1208

1200 1161

1036.7
1000

781
800

600

400

PROMEDIO DE RECUENTO DE COLONIAS (UFC)

200

1 10 30 50 1 10 30 50 1 10 30 50 1 10 30 50

Escherichia coli Klebsiella sp. Enterobacter sp. Citrobacter sp.
BACTERIAS Y CONCENTRACIONES CRECIENTES (mg/I) DE PLOMO

Figura 4. Promedios de recuento de colonias de enterobacterias aisladas del agua del rio
Chillichaca en concentraciones crecientes de plomo, septiembre - noviembre 2019.

Al realizar la prueba de Kruskal Wallis, se determiné que los recuentos de colonias
de las cuatro enterobacterias presentaron diferencia estadistica significativa frente al
contenido de plomo en el medio de cultivo (H = 19.95; P = 0.0002) (Anexo 3), siendo
mayores los recuentos de Enterobacter sp, Escherichia coli y Citrobacter sp, las cuales
fueron diferentes a los recuentos determinados en Klebsiella sp (Figura 5).

Al realizar la prueba de Kruskal Wallis, se determind que los recuentos de colonias
de las enterobacterias presentaron diferencia estadistica significativa frente a las cuatro
concentraciones de plomo en el medio de cultivo (H = 20.61; P = 0.0001) (Anexo 4),

siendo mayores los recuentos de colonias a concentraciones de 1 mg/l de plomo, seguido
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de 10 mg/l, 30 mg/l y 50 mg/I respectivamente (Figura 6).

17914
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T T T T
Escherichia coli  Klebsiella sp Enterobacter sp Citrobacter sp

BACTERIAS AISLADAS DEL RIO CHILLICHACA

Figura 5. Promedios de recuentos de colonias de enterobacterias en medios de cultivo
gue contienen plomo, septiembre - noviembre 2019.
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Figura 6. Promedios de recuento de colonias de enterobacterias en medios de cultivo
con concentraciones crecientes de plomo, septiembre - noviembre 2019.

En la investigacion, se presentd que las enterobacterias Klebsiella sp, fueron las

que presentaron menores recuentos de colonias; sin embargo, las enterobacterias
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Escherichia coli, Enterobacter sp y Citrobacter sp presentaron los mayores recuentos de
colonias, todos ellos reduciendo sus recuentos al incrementar la concentracion de los
metales, estos resultados fueron similares a los obtenidos por Quispe (2017), quien en el
rio Ramis (Puno - Per(), aisl6 los géneros Serratia, Klebsiella, Staphylococcus,
Escherichia, Streptococcus y Enterobacter y presentaron resistencia al plomo a
concentracion de 0.2 y 2 mg/ml; asimismo a los registrados por Coila (2017), quien a
partir de la laguna de oxidacién de la ciudad de Puno (Peru), aisl6 bacterias Escherichia
coli, Enterobacter sp y Klebsiella sp, resistentes a plomo en concentraciones entre 1 y 50
mg/l; de similar forma otras bacterias como las cepas de Pseudomonas, Staphylococcus,
Acinetobacter, Bacillus y Neisseria, aisladas del rio Almendares (Cuba), presentaron
resistencia a plomo en concentraciones de 0.5, 1.0 y 1.5 ml de plomo (Martinez et al.,
2010).

De igual modo, otras bacterias relacionadas a las enterobacterias del género
Pseudomonas fueron tolerantes a plomo en concentraciones de 0.049 mg/l e indican que
las bacterias poseen la capacidad de biotransformarlos y biodisponerlos (Soto et al.,
2010); adicionalmente, a partir de la bahia de Iquique (Chile), se aislaron bacterias de los
géneros Pseudomonas maltophilia y Alcaligenes sp fueron 100% resistentes al plomo
(Moraga et al., 2003); y a los aislados bacterianos de la rizésfera de la hidrofita Typha
dominguensis, quienes mostraron resistencia al plomo (Salgado et al., 2012).

Los microorganismos que normalmente habitan las zonas contaminadas, gracias
a su adaptacion mediante mecanismos fisioldgicos de acumulacion y estabilidad en sus
habitats, resultan de mucho interés para propuestas de alternativas de conservacion
ambiental, especialmente como estrategia de remediacion (Haferburg y Kothe, 2007), por
tal motivo se podria afirmar que las aguas del rio Chillichaca vendria siendo contaminado

por metales pesados en especial el plomo, ya que las bacterias resistieron altas
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concentraciones de metales y la respuesta adaptativa de los microorganismos es debido a
que desarrollaron sistemas que contrarrestan los efectos a altas concentraciones metalicas
(Trajanovska et al., 1997), donde los microorganismos llegan a proliferar en condiciones
altas de metales perjudiciales para otros organismos y su resistencia definida como la
habilidad para sobrevivir y desarrollarse en presencia de metales pesados, estaria inducido
por mecanismos codificados en plasmidos y en su cromosoma (Vullo et al., 2005).

La proliferaciéon bacteriana en presencia de metales pesados, se deberia a que
posee diversos mecanismos de resistencia y asi lograr tolerar sus efectos toxicos (Silver
y Phung, 2005), entre ellos se mencionan la presencia de componentes celulares que
quelan a los iones, logrando asi disminuir o neutralizar su toxicidad, asimismo modifican
el estado de dxido reduccion de los metales, mediante la actividad enzimatica que poseen,
y poseerian transportadores en la membrana citoplasmaética con capacidad de expulsar
iones nocivos desde el citoplasma bacteriano (Cervantes et al., 2006). Otro mecanismo
importante que reporta la literatura referida a la resistencia al plomo, viene a ser la
presencia de proteinas metalotioneinas, descubiertas en bacterias del género
Pseudomonas spp, las cuales originarian la bioacumulacién intracelular, biosorcion en la
superficie de las células bacterianas y la bioprecipitacién de los elementos toxicos (Naik
y Dubey, 2013). Entre otros mecanismos también refieren a la precipitacion intra y
extracelular, los procesos de biotransformacion, la adsorcion por moléculas de
polisacaridos y la union de los iones hacia su pared celular o sistemas de eflujo, tal como
lo poseen las bacterias Gram negativas Burkholderia sp, Pseudomonas spp y Ralstonia
sp (Jaroslawiecka y Piotrowska, 2014).

De las ultimas bacterias Gram negativas mencionadas, las mas estudiadas son del
género Pseudomonas spp. Y Se encuentran presentes en varios ecosistemas acuaticos y

terrestres, su potencialidad se debe a que logra metabolizar muchas sustancias organicas
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e inorganicas, resistiendo la presencia de moléculas tdxicas como antibioticos, metales
pesados, detergentes y disolventes organicos (Chien et al., 2013), lo que podrian estar
sucediendo con las enterobacterias aisladas del rio Chillichaca. Entre los mas
documentados se encuentra la biosorcion o bioadsorcion, que consiste en la retencién
pasiva de iones mediante mecanismos fisicoquimicos o metabdlicos, a partir de células
vivas 0 muertas o de sus componentes (Ballardo de la Cruz et al., 2015). Se cité también
la presencia de metalotioneinas relacionadas con los procesos de bioacumulacion de
metales en el citoplasma bacteriano, este mecanismo lo lograrian ya que son proteinas
que contienen una alta cantidad de residuos de cisteina (Cys), por lo tanto, les confiere la
capacidad para retener a los iones metalicos (Capdevila et al., 2012).

Las enterobacterias expuestas a metales pesados, aisladas de bahias y rios
contaminados y aquellas aisladas de la rizosfera de plantas acuaticas poseen un gran
potencial en proceso de biorremediacion de metales pesados ya que toleran
concentraciones moderadas de metales pesados como el plomo. En la presente
investigacion las enterobacterias en estudio resultaron ser resistentes a plomo a
concentraciones de 1, 10, 30, 50 mg/I, esta caracteristica es inducida por los mecanismos
fisiologicos y genéticos propios de cada bacteria, como los componentes celulares, sus

enzimas, los transportadores en la membrana citoplasmética, metalotioneinas.

4.2.2 Actividad antimicrobiana de mercurio en concentraciones crecientes

En los medios de cultivo con concentraciones crecientes de mercurio (Hg), los
recuentos promedios de colonias de Escherichia coli, variaron entre 151.7 colonias a 1
mg/l de Hg, con conteos que oscilaron entre 145y 160 colonias y 3.00 colonias a 50 mg/I
de Hg, con conteos de colonias que fluctuaron entre 1 y 5 colonias; por otro lado,

Klebsiella sp presentd los mayores recuentos promedios de colonias bacterianas a 1 mg/I
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de Hg con 113.30 colonias, donde los recuentos variaron entre 90 y 130 colonias, mientras
gue los menores recuentos se presento a una concentracion de 50 mg/l de plomo con 3.00
colonias, y éstos variaron entre 1 y 5 colonias; asimismo, Enterobacter sp, resulté con
mayores promedios de recuentos de colonias a concentraciones de 1 mg/l de Hg con 31.70
colonias, con cifras que variaron entre 25 y 40 colonias, sin embargo, a 50 mg/l de Hg, el
recuento promedio de colonias disminuy6 a 1.30 colonias, con valores que oscilaron entre
recuentos nulos y 3 colonias; y Citrobacter sp, al igual que los anteriores los mayores
promedios se obtuvo cuando fueron cultivadas en concentraciones de 1 mg/l de Hg con
14.70 colonias, con cifras que fluctuaron entre 14 y 15 colonias y no se presenté recuento
alguno a 50 mg/l de Hg (Tabla 4).

Al igual que con el plomo, los recuentos de las colonias disminuyen mientras se
incrementan la concentracion de Hg en los medios de cultivo (Tabla 4), llegando a inhibir
completamente el crecimiento de la Enterobacteria Citrobacter sp a una concentracion de
50 mg/l; por otro lado, los coeficientes de variabilidad (CV), variaron entre 0.00 y
117.00%, con ello se afirma que los valores de las repeticiones presentaron una dispersion
de datos entre baja y muy alta, siendo factible la realizacion de los analisis estadisticos

mediante pruebas estadisticas no paramétricas.

Tabla 4. Recuento bacteriano de enterobacterias (UFC/ml) en concentraciones
crecientes de mercurio, septiembre — noviembre 2019.

Repeticiones

Bacteria Concentracion Promedio C. V. (%)

1 2 3

1 mg/l 145 160 150  151.7 5.03

10 mg/I 50 70 80 66.70 22.90

Escherichia coli

30 mg/l 15 20 30 21.70 35.20

50 mg/I 1 3 5 3.00 66.67
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1 mg/l 130 120 90  113.30 18.37

10 mg/I 40 60 42 47.30 23.29

Klebsiella sp.
30 mg/l 20 25 18 21.00 17.17
50 mg/I 5 3 1 3.00 66.67
1 mg/l 25 30 40 31.70 24.09
10 mg/I 15 20 10 15.00 33.33

Enterobacter sp.
30 mg/I 7 10 5 7.33 34.33
50 mg/I 0 3 1 1.30 117.50
1 mgl/l 15 15 14 14.70 3.93
10 mg/i 6 9 7 7.30 20.93

Citrobacter sp.
30 mg/I 3 4 2 3.00 33.33
50 mg/I 0 0 0 0.00 0

175.00
151.70

O 150.00

Z

E 12500 113.30

3

E 100.00

g 75.00 66.70

% 0,00 47.30

5 31.70

" 00 2 200 15.00 14.70

7.33 7.30
3.00 3.00 1.30 3.00 40
0.00

1 10 30 50 1 10 30 50 1 10 30 50 1 10 30 50

Escherichia coli Klebsiella sp. Enterobacter sp. Citrobacter sp.
BACTERIAS Y CONCENTRACIONES CRECIENTES {mg/1) DE MERCURIO

Figura 7. Promedios de recuento de colonias de enterobacterias aisladas del agua del
rio Chillichaca en concentraciones crecientes de mercurio, septiembre - noviembre
2019.
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Figura 8. Promedios de recuentos de colonias de enterobacterias en medios de cultivo

que contienen mercurio, septiembre - noviembre 2019.

Al realizar la prueba de Kruskal Wallis, se determiné que los recuentos de colonias
de las cuatro enterobacterias presentaron diferencia estadistica significativa frente a los
contenidos de mercurio en el medio de cultivo (H = 13.20; P =0.0042) (Anexo 5), siendo
mayores los recuentos para Escherichia coli y Klebsiella sp, no presentando diferencia
estadistica entre ambos, pero si frente a Enterobacter sp y Citrobacter sp (Figura 8).

Al realizar la prueba de Kruskal Wallis, se determiné que los recuentos de colonias
de las enterobacterias presentaron diferencia estadistica significativa frente a las cuatro
concentraciones de mercurio en el medio de cultivo (H = 30.90; P < 0.0001) (Anexo 6),
siendo mayor el recuento de colonias a concentraciones de 1 mg/l de plomo, seguido de
10 mg/l, 30 mg/l y 50 mg/l respectivamente (Figura 9).

Las concentraciones minimas inhibitorias (CMI) de mercurio en solucion sobre
enterobacterias aisladas calculadas mediante la ecuacion de la regresion fueron: 44.98
mg/l para Escherichia coli, 46.05 mg/l para Klebsiella sp, 47.73 mg/l para Enterobacter
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sp y de 50 mg/l para Citrobacter, este Ultimo se determiné al no encontrar crecimiento de

colonias bacterias en las placas Petri.
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Figura 9. Promedios de recuento de colonias de enterobacterias en medios de cultivo
con concentraciones crecientes de mercurio, septiembre - noviembre 2019.

Escherichia coli y Klebsiella sp, fueron las enterobacterias mas resistentes al
mercurio (Hg), éstos resultados fueron similares a los obtenidos por Sulca y Alvarado
(2018), quienes en Escherichia coli aislada del litoral de Lima (Pert), determinaron ser
resistentes al mercurio inclusive a concentraciones superiores a las experimentadas en la
investigacion (entre 8.25 mg/l y 82.5 mg/l); concuerda con los reportado por Ferreira et
al. (2007), quienes en Porto (Portugal), aislaron bacterias Escherichia spp. desde aguas
residuales y resultaron resistentes al mercurio en concentraciones de (0.0005 mg/l y
0.0012 mg/l); asimismo, coincide con Cardonha et al. (2005), quienes, en Brasil en cepas
de Escherichia coli aisladas de muestras de agua de alcantarilla y de mar, reportaron
presentar resistencia al mercurio en concentraciones de (60 mg/ml y 64 mg/ml

Entre los estudios regionales, coincide con Quispe (2017), quien en Puno (Per0),
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en el rio Ramis identifico a los géneros Serratia, Klebsiella, Staphylococcus, Escherichia,
Streptococcus y Enterobacter, que resistieron medios de cultivo con mercurio a
concentraciones de 0.2 y 2 mg/l, siendo estas concentraciones inferiores a los
experimentados actualmente; por otro lado, Araoz (2018), también en Puno (Peru),
determind que Escherichia coli aislada en la bahia interior de Puno, llegé a tolerar hasta
50 mg/l de HgCly; y también concuerda también con Coila (2017), quien en bacterias
aisladas de la laguna de oxidacion de la ciudad de Puno (Peru), establecieron que
Escherichia coli, Enterobacter sp y Klebsiella sp, fueron resistentes a mercurio en
concentraciones similares a la investigacion (1 y 50 mg/l).

Inclusive otros estudios mencionan que las enterobacterias puede resistir mayores
concentraciones de Hg, tal como lo reporta Navarrete (2017), en Riobamba (Ecuador),
luego de aislar bacterias de los géneros Enterobacter y Citrobacter, quienes lograr
sobrevivir a concentraciones de 700 mg/l de Hg; asi como a los resultados obtenidos por
Acevedo y Severiche (2013), quienes en playas del Caribe Colombiano, determinaron
que Escherichia coli, Enterobacter sp, Serratia sp, Klebsiella sp, Vibrio sp, Salmonella
sp y Acinetobacter sp, todas Gram negativas, fueron resistentes a di-bromo-mercurio en
concentraciones entre 10 mg/l y 180 mg/l, logrando formar biopeliculas en todas las
concentraciones; otras bacterias como Pseudomonas luteola, llegd a resistir in vitro a 200
mg/l de cloruro de mercurio y en condiciones extremadamente &cidas, debido a que
produce sideréforos (Patermina et al., 2017); por otro lado, otras bacterias poseen
capacidad de resistencia al Hg, como los resultados de Soto et al. (2010), quienes en
Bogota (Colombia), aislaron bacterias en lodos riberefios de la ciudad y reportaron el
crecimiento de Pseudomonas luego se ser expuestas a mercurio en concentraciones bajas
de 0.001 mg/l y poseen la capacidad de biotransformarlos y biodisponerlos; asimismo,

las bacterias rizosféricas de Typha dominguensis en humedales naturales, determinaron
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presentar resistencia al mercurio al 100% (Salgado et al., 2012).

Segun Paisio et al. (2012), el Hg (1) posee una alta capacidad de reaccionar y
unirse a diferentes compuestos del suelo y estructuras organicas, originando toxicidad y
pueden acumularse en las membranas bioldgicas, razon por la cual las enterobacterias
reducen su crecimiento ante el incremento de su concentracion y a bajas concentraciones
las captarian por un proceso de biosorcion. Las mas resistentes al Hg de las
enterobacterias fueron Escherichia coli y Klebsiella sp, esto se deberia a la capacidad que
poseen de realizar la transformacion quimica por reduccion, oxidacién, metilacion y la
desmetilacién, basado en genes en un operon, llamado “operon Mer”, quien origina la
biosintesis de enzimas que detoxifican al metal originando formas no toxicas volatiles
(Mathema et al., 2011), mientras que las bacterias poco resistentes no poseerian dichos
genes, generando una baja abundancia de comunidades microbianas, especialmente en
zonas de contaminacién minera (Rasmussen et al., 2008).

El operén Mer, es un conjunto de genes bacterianos que se encuentran ubicados
en los plasmidos, transposones, integrones y el DNA genémico y se encuentran asociados
a los genes de resistencia a los antibioticos (Nascimento y Chartone, 2003), la resistencia
a los metales pesados en un indicador bioldgico de contaminacion metélica, las bacterias
con dicha capacidad contribuyen con el ciclo biogeoquimico del Hg, pero ante una
sobreexpresion genética, es posible alterar un ecosistema traeria consigo un
decrecimiento de expresion de las enzimas microbianas (De Souza et al., 2006). Otro
factor importante de resistencia bacteriana al Hg y fijacion biologica de nitrégeno en
forma simultanea, viene a ser la biosintesis de sideroforos tal como sucede con
Pseudomonas luteola (Patermina et al., 2017), la cual es una estrategia muy comun para
acumular hierro (I11) en los microorganismos (Hider y Kong, 2010), donde la especie de

bacteria Pseudomonas aeruginosa poseen los sideréforos como la pioverdinay piochelina
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para quelar metales (Braud et al., 2009).

Las metalotioneinas, son proteinas intracitoplasmaticas capaces de retener a los
metales pesados, de bajo peso molecular (6 — 7 KDa), y poseen muchas moléculas de
cisteina e histidina (Wu et al., 2010), haciéndolas resistentes a las bacterias frente a los
metales pesados, tal como lo poseen Escherichia coli y Pseudomonas putida (Rajendran
et al., 2003). La presencia de las enterobacterias en un cuerpo acuéatico con descargas de
agua residual, origina la posibilidad de ocurrencia de intercambios génicos en la
comunidad bacteriana autéctona, por medio de la transferencia horizontal de plasmidos,
llegando a originar una respuesta de resistencia conjunta hacia metales pesados y
antibidticos evaluadas en la investigacion (Moraga et al., 2003).

Como se menciond anteriormente las bacterias que habitan lugares contaminados
con presencia de metales pesados, poseen la capacidad de sobrevivir originando
mecanismos de resistencia a mercurio, en la investigacién se tiene en consideracion la
presencia de la minera Ollachea, que explotaria oro mediante la utilizacion de mercurio,
el cual vendria contaminando el rio Chillichaca y las bacterias presentes estarian
originando mecanismos de resistencia.

Luego del analisis realizado, se rechaza la hipétesis planteada en el proyecto de
investigacion, en razon de que las enterobacterias Escherichia coli, Klebsiella sp y
Enterobacter sp aisladas del rio Chillichaca del distrito de Ollachea, resistieron a todas
las concentraciones experimentadas en la investigacion, 1, 10, 30 y 50 mg/l, excepto
Citrobacter sp el cual no resistio concentraciones de 50 mg/l, determinandose nulo su

crecimiento.
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V. CONCLUSIONES

- La susceptibilidad a los antibidticos en Escherichia coli, Enterobacter sp y
Citrobacter sp aisladas a partir de muestras del rio Chillichaca, provincia de
Carabaya — Puno, fueron sensibles a los antibiéticos cefalexina, cloranfenicol,
ceftazidima y trimetroprim — sulfametoxazol, excepto en Klebsiella sp el cual

presentd una respuesta intermedia a cloranfenicol y sensible a los demas antibioticos.

- Las enterobacterias Escherichia coli, Klebsiella sp y Enterobacter sp, fueron
resistentes a las concentraciones de 1, 10, 30 y 50 mg/Il de plomo y mercurio, excepto
Citrobacter sp el cual si resistié las concentraciones de plomo y las concentraciones

de 1, 10 y 30 mg/l, mas no resistié la concentracién de 50 mg/l de mercurio.
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V1. RECOMENDACIONES

- Realizar el aislamiento y estudios de susceptibilidad a los antibi6ticos y los metales
pesados en bacterias adheridas a las piedras y raices de las plantas por su mayor

tiempo de permanencia en las aguas del rio Chillichaca.

- Incorporar una prueba control para evaluaciéon de actividad antimicrobiana de los
metales pesados, asimismo evaluar el contenido de metales pesados y parametros
fisicoquimicos como pH, temperatura del agua, dureza, entre otros aspectos en el
agua y sedimentos del rio Chillichaca para determinar contaminacion y correlacionar

con la presencia de bacterias.
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ANEXOS

Anexo 1. Prueba estadistica de Kruskal Wallis para determinar significancia de los halos
de inhibicion bacteriana por Enterobacteria.

Variable Bacteria N Medias D.E. Medianas H P
Halos Csp 12 Z2Z6.33 B.64 24.00 0,60 0.8%94¢6
Halos Ec 12 25.82 B.&64 23.00

Halos Esp 12 Z2Z&.75 B.48 24,50

Halos E=p 12 Z26.17 9.53 25.50

Anexo 2. Prueba estadistica de Kruskal Wallis para determinar significancia de los halos
de inhibicidén bacteriana por antibidtico.

Variable Intibkidtico M Medias D.E. Medianas H B
Halos Cefal 12 183.%92 0.7% 19.00 39.83 <0.0001
Halos Cefta=z 12 28.58 2.23 29.00

Halos Cloran 12 18.08 2.11 18.50

Halos Trimet 12 38.58 0.7% 359.00

Trat. Eanks

Cloran 11.38 A

Cefal 13.63 &
Ceftaz 30.50 B
Trimet 42.50 C

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

Anexo 3. Prueba estadistica de Kruskal Wallis y prueba de rangos para determinar
significancia de recuento de colonias de enterobacterias expuestas a plomo.

Variable Bacteria N Medias D.E. Medianmaz H 5
ColPb Csp 12 1585.33 167.30 1581.50 19.95 0.0002
ColFPh Ec 12 1608.75 353.92 1l666.00

ColFPh Esp 12 1701.25 187.74 1724.00

ColPh Ksp 12 1113.00 270,93 1133.50

Trat. Ranks

K=sp S.25 A

Csp 27.38 B
Ec 28.63 B
Esp 32.75 B

Medias con una lestra comun po son significativamentes difsrentes (p » 0.058)

(¥}
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Anexo 4. Prueba estadistica de Kruskal Wallis y prueba de rangos para determinar
significancia de recuento de colonias de enterobacterias expuestas a cuatro
concentraciones de plomo.

Variable Concentraciom N Medias D.E. Medianas H o]
ColPb 1 mgfl 12 1767.83 231.90 1839.50 Z0.61 0.0001
ColPb 10 mg/l 12 1e43.67 Z277.27 1T722.00

ColPb 30 mg/l 12 1411.33 254.75 1473.50

ColPhb 50 mg/l 12 115%5.50 2593.64 1286.00

Trat. Ranks

S0 mg/l 12.17 A

30 mg/l 15.75 L B

10 mg/1l 30.21 B C

1 mg/l 35.88 C

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Anexo 5. Prueba estadistica de Kruskal Wallis para determinar significancia de los halos
de inhibicidn bacteriana por bacteria en medios de cultivo conteniendo mercurio.

Variakle Bacteria N Medias

D.E. Medianas H P
ColHg Csp 1= 6.25 5.8Z2 5.00 13.20 0.004Z2
ColHg Ec 12 &0.75 &0.45 40.00
ColHg E=p 12 13.83 12.57 10.00
ColHg Esp 12 4&6.17 44.90 32.50
Trat. Ranks
Csp 14.04 A
Esp Z1.21 & B
Esp 30.71 B
Ec 32.04 B
Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p = 0.05)

Anexo 6. Prueba estadistica de Kruskal Wallis y prueba de rangos para determinar
significancia de recuento de colonias de enterobacterias expuestas a cuatro
concentraciones de mercurio.

Variable Concentracion W Medias D.E.

Medianas H B
ColHg 1 mg/1 12 77.83 &0.00 £5.00 30.90 <0.0001
ColHg 10 mg/ll 12 34.08 Z6.48 30.00
ColHg 30 mgll 12 13.25 9.3%9 12.50
ColHg 50 mg/l 12 1.83 1.%90 1.00
Trat. Eanks
S0 mgfl 7.4 A
30 mg/l Z2Z2.25 B
10 mg/l 30.75 B C
1 mg/l 37.54 C

Medias con upa letra comin no son

significativaments difersentes
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Figura 10. Tomé de muestra de agua en la zona 1 (Z1), rio Chillichaca (Cararaya —
Puno), septiembre — noviembre 2019.

Figura 11. Crecimiento y recuento en placa de enterobacterias en agar nutritivo segin
zonas de muestreo, septiembre — noviembre 2019.

Escherichia coli Klebsiella sp.
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— o pp—
Enterobacter sp. Citrobacter sp.

Figura 12. Pruebas bioquimicas (TSI, LIA, CS, SIM, INDOL) para identificacion de
enterobacterias aisladas de la zona de estudio, septiembre — noviembre 2019

klebsiella sp.

Enterobacter sp. Citrobacter sp.

Figura 13. Agar EMB con cepas puras de enterobacterias aisladas en las zonas de
estudio, septiembre — noviembre 2019.
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Figura 14. Antibioticos experimentados en este estudio durante los meses de
septiembre a noviembre 2019, septiembre — noviembre 2019

1013

4

Figura 15. Uso del patron de turbidez 0.5 de Mc Farland para realizar el atibiograma
Uso del calibrador para la medicion del diametro de halo de inhibicion, septiembre —
noviembre 20109.

Figura 16. Resistencia in vitro de Escherichia coli a los antibi6ticos, septiembre —
noviembre 2019.
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Figura 18. Fotografia de la resistencia in vitro de Enterobacter sp a los antibioticos,
septiembre — noviembre 2019.

Figura 19. Resistencia in vitro de Citrobacter sp a los antibioticos, septiembre —
noviembre 20109.
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Figura 21. Preparacién de agar APC con concentraciones de 1, 10, 30 y 50 mg/I para
cada metal, septiembre — noviembre 2019.

Figura 22. Agar APC con concentraciones de Pb y Hg en placas Petri para cultivo de
enterobacterias, septiembre — noviembre 2019.
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Figura 23. Recuento enplaca (UFC/ml) de enterobacterias en agar APC en
concentraciones de 1, 10, 30 y 50 mg/I de Pb y Hg, septiembre — noviembre 2019.

Figura 24. Observacidn al microscopio 6ptico compuesto de morfologia y tincién de
enterobacterias (bacilos Gram negativos), septiembre — noviembre 2019.
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