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RESUMEN

La investigacion se desarroll6 en la ciudad de Puno, enfocando la resistencia a los
antibioticos y metales pesados como el Pb, Cd y Hg, en razén de que ambos procesos
fisioldgicos bacterianos son influenciados por los pladsmidos. Los objetivos fueron: 1)
determinar la resistencia a los antibidticos cefalexina (30 ug), cloranfenicol (30 pg),
ceftriaxona (30 pg), cefotaxima (30 ug) y eritromicina (10 pug) en bacterias coliformes
Escherichia coli, Klebsiella sp, Enterobacter sp y Citrobacter sp aisladas a partir de
muestras de aguas de la laguna de estabilizacién Espinar, y 2) determinar la resistencia a
los metales pesados Cd, Pb y Hg en bacterias coliformes Escherichia coli, Klebsiella sp,
Enterobacter sp y Citrobacter sp aisladas de muestras de aguas de la laguna de
oxidacion Espinar. La metodologia constd de la recoleccion de muestras en cuatro
zonas, dos en el exterior de la isla Espinar y las restantes en el interior de las lagunas de
estabilizacion de aguas residuales, a partir de ellas se aislaron las enterobacterias
mediante el cultivo en placa en agar EMB, hasta llegar a cultivo puro previa identificacion
bioquimica mediante las pruebas de TSI, LIA, Citrato e Indol, posteriormente se evalué en
cada bacteria la respuesta antimicrobiana mediante el método de Kirby Bauer y para la
evaluacion de la resistencia a los metales pesados (Pb, Hg y Cd), se realiz6 mediante la
adicion de las concentraciones de 1, 10, 30 y 50 mg/L de cada metal en agar APC. Los
analisis estadisticos aplicados fueron el analisis de varianza y de Tukey, con un nivel de
confiabilidad del 95%. Los resultados fueron que Escherichia coli, Enterobacter sp y
Klebsiella sp, presentaron sensibilidad a los antibiéticos ceftriaxona (34.00, 34.00 y 31.00
mm), cefalexina (20.67, 23.67 y 20.67 mm) y cefotaxima (24.00, 25.67 y 26.67 mm)
respectivamente, E. coli y Enterobacter sp fueron sensibles a cloranfenicol (18.67 y 20.67
mm), mientras que Klebsiella sp presentd resistencia intermedia (16.67 mm); las tres
bacterias presentaron respuesta intermedia a eritromicina (21.00, 18.67 y 14.67 mm), sin
presentar diferencia estadistica significativa (P=0.77); todas las bacterias aisladas,
presentaron resistencia a los metales pesados en todas las concentraciones
experimentadas, Escherichia coli creci6 mejor en presencia de Pb (entre 1230 y 3286
colonias), Enterobacter sp en presencia de Pb (entre 1564 y 2016 colonias) y Hg (entre
1616 y 1932 colonias) y Klebsiella sp en presencia de Pb (entre 1152 y 1996 colonias) y

Hg (entre 837 y 1450 colonias) presentando diferencia estadistica significativa (P=0.001).

Palabras clave: Metales pesados, antibibticos, resistencia, coliformes, lago Titicaca,

bahia interior de Puno.
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ABSTRACT

The research was developed in the city of Puno, focusing on resistance to antibiotics and
heavy metals such as Pb, Cd and Hg, because both bacterial physiological processes are
influenced by the plasmids. The objectives of the investigation were: 1) to determine
resistance to antibiotics cephalexin (30 ug), chloramphenicol (30 ug), ceftriaxone (30 ug),
cefotaxime (30 pg) and erythromycin (10 pg) in coliform bacteria Escherichia coli,
Klebsiella sp, Enterobacter sp and Citrobacter sp isolated from water samples from the
Espinar oxidation lagoon, and 2) to determine the resistance to heavy metals cadmium,
lead and mercury in coliform bacteria Escherichia coli, Klebsiella sp, Enterobacter sp and
Citrobacter Sp isolated from water samples from the Espinar oxidation lagoon. The
methodology consisted of the collection of samples in four zones, two outside Espinar
Island and the remaining in the interior of the wastewater stabilization ponds, from which
the enterobacteria were isolated by agar plate culture EMB, until arriving at a pure culture
before biochemical identification by means of the tests of TSI, LIA, Citrate and Indol, later
it was evaluated in each bacteria the antimicrobial response by the Kirby Bauer method
and for the evaluation of the resistance to the heavy metals (Pb, Hg and Cd), this was
done by adding the concentrations of 1, 10, 30 and 50 mg/L of each metal in APC agar.
The statistical analysis applied was the analysis of variance and Tukey, with a level of
reliability of 95%. The results showed that Escherichia coli, Enterobacter sp and Klebsiella
sp, were susceptible to ceftriaxone (34.00, 34.00 and 31.00 mm), ceftaxin (20.67, 23.67
and 20.67 mm) and cefotaxime (24.00, 25.67 and 26.67 mm) respectively; E. coli and
Enterobacter sp were sensitive to chloramphenicol (18.67 and 20.67 mm), whereas
Klebsiella sp presented intermediate resistance (16.67 mm); the three bacteria presented
intermediate response to erythromycin (21.00, 18.67 and 14.67 mm), without significant
statistical difference (P = 0.77); all bacteria isolated, showed resistance to heavy metals in
all concentrations experienced, Escherichia coli grew better in the presence of Pb
(between 1230 and 3286 colonies), Enterobacter sp in the presence of Pb (between 1564
and 2016 colonies) and Hg (between 1616 and 1932 colonies) and Klebsiella sp in the
presence of Pb (between 1152 and 1996 colonies) and Hg (between 837 and 1450

colonies) presenting a statistically significant difference (P = 0.001).

Key words: Heavy metals, antibiotics, resistance, coliforms, Lake Titicaca, inner bay of

Puno.

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO L4 Nacional del
| Attiplano

INTRODUCCION

En la ciudad de Puno, el crecimiento poblacional y el desarrollo industrial han causado
graves problemas ambientales debido al vertimiento de aguas residuales industriales y
domésticos principalmente al ecosistema acuético de la bahia interior de Puno, estas
aguas son destinadas hacia la laguna de oxidaciobn denominada laguna Espinar. La
emanacion de compuestos téxicos y bacterias patdgenas resistentes a varios antibioticos
y sustancias quimicas presentes en aguas residuales, son consecuencias de la
contaminacion de los ecosistemas acuéticos; los efectos de la contaminacion degradan
los recursos hidricos, y tienden a disminuir la calidad de las aguas que son utilizadas
tanto para el abastecimiento de la poblacién como para el uso agricola e industrial
(Saldivar, 2005). Este es un problema que tiene consecuencias negativas y perjudiciales

en la salud publica, la economia y en la sociedad global (Cabello, 2004).

La utilizacion de diferentes antibiéticos empleados en diferentes enfermedades y de uso
veterinario, ha causado el desarrollo de resistencia microbiana a estos compuestos, con
graves efectos para la salud de los seres humanos (Baldini y Selzer, 2008), causando
efectos colaterales como la expresion de genes de resistencia a metales pesados, ya que
ambos procesos fisioldgicos de resistencia estan presentes en los genes de un mismo
plasmido bacteriano, brindando co - resistencia tanto a los antibiéticos como a los
metales pesados (Baker et al., 2006). Los metales pesados, originan efectos toxicos y
mutagénicos en las bacterias, asimismo estos microorganismos poseen la capacidad
bioconcentrar los metales (Monge et al., 2007); la exposicion de microorganismos nativos
frente a ecosistemas contaminados con metales y con desechos domésticos, ha otorgado
la aparicion de bacterias resistentes a varios antibiéticos y metales pesados
constituyendo un fendmeno ambiental de seleccién natural para la sobrevivencia de los

agentes bioldgicos (Pathak y Gopal, 2005).
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En esta investigacion, se evalu6 la resistencia de las bacterias coliformes, aisladas de las
aguas residuales de la laguna Espinar, a cinco antibiéticos y tres metales pesados en
concentraciones crecientes, 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. En tal sentido, este
estudio se realizd porque se desea determinar, si las bacterias coliformes presentes en
las aguas residuales, poseen mecanismos genéticos, fisioldgicos, estructurales, entre
otros, para resistir a los antibidticos y concentraciones hasta 50 mg/L de los metales
pesados. Estos resultados seran 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 antibioticos. Por tales razones se plantearon los siguientes objetivos

general y especificos:

Objetivo general
Evaluar la resistencia a los antibiéticos y metales pesados en bacterias coliformes de la

laguna de oxidacion Espinar de la ciudad de Puno.

Objetivos especificos
- Determinar la resistencia a los antibiéticos cefalexina (30 ug), cloranfenicol (30
Mg), ceftriaxona (30 ug), cefotaxima (30 pg) y eritromicina (10 pug) en bacterias
coliformes Escherichia coli, Klebsiella sp, Enterobacter sp y Citrobacter sp
aisladas a partir de muestras de aguas de la laguna de oxidacién Espinar.
- Determinar la resistencia a los metales pesados Cd, Pb y Hg en bacterias
coliformes Escherichia coli, Klebsiella sp, Enterobacter sp y Citrobacter sp

aisladas de muestras de aguas de la laguna de oxidacién Espinar.
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2.1 ANTECEDENTES

Martinez et al. (2010), evaluaron la resistencia a antibiéticos y a metales pesados en
bacterias aisladas del rio Almendares (Cuba) y reportaron que las cepas
correspondientes a los géneros identificados, presentaron en su totalidad resistencia a las
tres concentraciones probadas para Pb y Cr (0.5, 1.0 y 1.5 mM), Panigatti et al. (2012)
usaron Escherichia coli para la biorremediacion de efluentes contaminados por cromo
(VI1), evaluando el crecimiento y desarrollo de E. coli con distintas concentraciones de Cr
(VI1), en diferentes tiempos y condiciones de trabajo y Mufioz et al. (2012), evaluaron la
biosorcion de metales pesados (Pb, Zn y Ag) por microorganismos aislados de aguas
residuales, y entre los microorganismos con mayores capacidades de biosorcion, para los

tres metales estudiados, se encuentra la bacteria Klebsiella sp.

La resistencia microbiana a los metales pesados, segln Soto et al. (2010), se deberia a
la exposicion de los microorganismos a la presencia de metales pesados,
seleccionandose a aquellas capaces de tolerar sus efectos nocivos, por lo que exponen
un potencial de éstos para ser utilizados en procesos biotecnol6gicos como la
biorremediacion de la contaminacidon ambiental por metales pesados, la potencialidad
microbiana es reforzada por Martinez et al. (2010), quienes observaron un
comportamiento diferente frente al Cd, y la maxima resistencia le correspondi6é al género
Micrococcus, seguidos de Pseudomonas, Staphylococcus, Acinetobacter, Bacillus y
Neisseria, asimismo, Ramirez y Benitez (2013), reportan la tolerancia y reduccién de
cromo (VI) por Bacillus cereus B, aislado de aguas residuales de una curtiembre,

verificandose su eficiencia biorreductora, de transformar el Cr*® a formas menos toxicas.

A nivel internacional los rios, los lagos, las lagunas y las bahias vertidos con efluentes
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contaminantes, se constituyen en una fuente de microorganismos a estudiar por su
potencial biotecnoldgico, asi lo indican Moraga et al. (2003), quienes estudiaron la
resistencia a metales pesados en bacterias aisladas de la bahia de Iquique, a partir del
cual 43 cepas fueron seleccionadas, y so6lo el 27% de las cepas crecieron en el medio
suplementado con cobre, estas bacterias al exponerlos en medios de cultivo y determinar
su grado de compromiso lograron biotransformar a los metales como Cr (0.005 mg/L), Pb
(0.049 mg/L) y Hg (0.001 mg/L), tal como se determin6 en Micrococcus y Pseudomonas

(Soto et al., 2010).

Martinez et al. (2010), reportaron que 7 cepas aisladas (30.43%), comparten la
resistencia a 7 antibioticos ensayados en bacterias Gram negativas y 6 antibiéticos en
bacterias Gram positivas, asi como a los iones Cd, Pb y Cr, Ramirez y Benitez (2013),
ensayaron la reduccién con la cepa Bacillus cereus Bi, tolerando hasta 8000 ppm y
remover el 100% de contaminante al cabo de 9, 34, 50 y 96 horas, cuando la
concentracion inicial de cromo fue de 10, 30 y 50 ppm de Cr*® en medio LB, por otro lado
Panigatti et al. (2012), afirman que las bacterias son capaces de reducir Cr (VI), hasta
concentraciones de 200 mg/L, corroborando su adaptabilidad mediante un mecanismo de

detoxificacion y biorreduccién del metal pesado.

Ramirez y Benitez (2013), manifiestan que Bacillus cereus Bi, tiene la capacidad de
reducir eficientemente el cromo hexavalente y resistir altas concentraciones del metal,
Mufioz et al. (2012), afirman que la bacteria Gram negativa Klebsiella sp, fue capaz de
retener en 24 horas 90.2 mg/g de Pb, 19.3 mg/g de Zn y 48 mg/g de Ag. Asi como una
buena capacidad de formar biopeliculas sobre soportes sélidos, lo que tiene gran interés
para su aplicaciébn en biofiltros, Moraga et al. (2003), afirman que las bacterias no
fermentadoras, como las Gram negativas pertenecientes al género Pseudomonas, y al

género Alcaligenes, todas fueron resistente al Pb y As.
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Gomez et al. (2002), experimentaron el aislamiento de bacterias resistentes a niquel y
cobalto y determinaron que el 100% de las cepas seleccionadas presentaron una elevada
resistencia a Ni, 60 y 220 mmol/l y Co, 10 a 200 mmol/l, todas pertenecieron a la familia
Enterobacteriaceae y ubicadas en los géneros Escherichia, Enterobacter, Serratia y
Citrobacter, asi como son resistentes a metales, también poseen multiresistencia a los
antibidticos, tal como lo reportan Moraga et al. (2003), quienes determinaron cepas
multirresistentes a los antibiéticos ampicilina, amikacina, cefomax, cefotaxima y
nitrofurantoina, con un 90.9, 72.7, 90.9, 81.8 y 90.9%, respectivamente, con estas
propiedades que poseen los microoganismos, Mufioz et al. (2012) confirma su aplicacién
en la depuracién de aguas contaminadas mediante biofiltros con microorganismos
inmovilizados, constituyéndose en una de las tecnologias mas prometedoras, para la

recuperacion de ecosistemas contaminados por metales pesados.
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2.2 MARCO TEORICO

2.2.1 Bacterias

Escherichia coli (Holt y Hendricks, 1994).

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

E. coli es la bacteria Gram negativa mas frecuentemente aislada en los laboratorios
clinicos y ha sido causa de enfermedades infecciosas que comprenden tejidos humanos
y érganos, es también responsable de producir mas del 80% de infecciones del aparato
urinario, asi como la mayoria de las infecciones nosocomiales; asi mismo esta bacteria
estd implicada en bacteriemias adquiridas en el ambiente como nosocomiales, las
bacteriemias por E. coli con betalactamasa de espectro extendido (BLEE) forman parte
de una entidad clinica grave que es un reto a la hora de instaurar un tratamiento
antibiotico correcto (Garcia et al., 2011); las betalactamasas de espectro extendido
(BLEE), son enzimas producidas por bacilos Gram negativos especialmente
enterobacterias (E. coli y Klebsiella pneumoniae), que inactivar a las penicilinas y a las
cefalosporinas de primera y segunda generacion, asi como las oximino-cefalosporinas y

al aztreonam (Garcia, 2013).

Klebsiella sp (Holt y Hendricks, 1994).
Dominio : Bacteria

Filo : Proteobacteria
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Clase : Gammaproteobacteria
Orden : Enterobacteriales
Familia : Enterobacteriaceae
Geénero : Klebsiella
Especie : Klebsiella sp

Klebsiella pneumoniae estd relacionada a infecciones hospitalarias con una alta
morbilidad y mortalidad. Se calcula que el género Klebsiella es responsable del 8% de
infecciones nosocomiales bacterianas en Estados Unidos y Europa (Reimer et al., 1997);
Klebsiella pneumoniae es un agente causal de bacteriemia o infeccién del torrente
sanguineo, asi como también de neumonia, infeccién urinaria, de herida quirargica y de
tejidos blandos, enterocolitis, meningitis, entre otros y bacteriemia asociada a catéter, es
considerado el segundo agente causal, después de E. coli, en septicemias nosocomiales
por bacterias Gram negativas (Koneman et al., 2008); la resistencia a antibioticos como
cefalosporinas de tercera generacién de Klebsiella spp va en aumento. Actualmente se
ha detectado bacteremias por E. coli y Klebsiella sp multiresistentes a ceftazidima,
Cefotaxime, Cefpodoxima y Aztreonam, que nos indica la resistencia secundaria a BLEE

(Hoyos et al., 2007).

Enterobacter sp (Holt y Hendricks, 1994).

Dominio : Bacteria
Filo : Proteobacteria
Clase : Gammaproteobacteria
Orden : Enterobacteriales
Familia : Enterobacteriaceae
Género : Enterobacter
Especie : Enterobacter sp
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Es una bacteria Gram negativa que se encuentra dentro de la familia Enterobacteriaceae,
muchas de las cepas de Enterobacter, producen gran cantidad de gas, por mucho
tiempo, esta especie fue denonimada Aerobacter aerogenes. La designacion del género
fue cambiada por Enterobacter por Hormaeche y Edwards en 1960. Actualmente existen
16 especies incluidas en el género Enterobacter. Esta bacteria tiene las caracteristicas
generales de Klebsilleae como género Enterobacter, pero puede ser diferenciado de la
mayoria de las especies de Klebsiella, porque son inmdviles y ornitina positvos (Koneman
et al., 2008); por otro lado, el aislamiento de Enterobacter cloacae en infecciones graves
de partes blandas espoco usual. La sepsis por Enterobacter tiene una mortalidad del 50%
y requiere multiples terapias de 3 6 mas agentes antimicrobianos (Puig et al.,2006);
Enterobacter aerogenes y E. cloacae tienen amplia distribucion en el agua, aguas
cloacales, en el suelo y las verduras. Estas bacterias forman parte de la flora entérica
comensal y se reporta que no ocasionan diarrea, a pesar de que se ha aislado una cepa
de E. cloacae, productora de una toxina similar Shiga en las heces de un lactante con
sindrome urémico — hemolitico. Esta bacteria esta relacionada con distintas infecciones
oportunistas que afectan, las vias urinarias, vias respiratorias y las heridas cutaneas;

también produce septicemia y meningitis (Koneman et al., 2008).

Citrobacter sp (Holt y Hendricks, 1994)

Dominio : Bacteria
Filo : Proteobacteria
Clase : Gammaproteobacteria
Orden : Enterobacteriales
Familia : Enterobacteriaceae
Género : Citrobacter
Especie : Citrobacter sp
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Citrobacter es un bacilo Gram negativo de la familia Enterobacteriaceae, mévil, anaerobio
facultativo. En el pasado, Citrobacter fue incluido en un grupo de bacterias denominadas
paracolon y llamadas Escherichia freunii y Citrobacter diversus estas fueron identificados
como Citrobacter koseri. Por otro lado Citrobacter freundii y el C. diversus son distintas
porque producen la formacion de sulfuro del hidrégeno, produccién de Indol y
fermentacion de Adonitol y Malonato de Sodio. Esta bacteria estd ampliamente distribuido
en la naturaleza encontrandose en la tierra, en el agua y ocasionalmente habita en el
tracto gastrointestinal del hombre, cominmente es saprofito, suele ser causante de
enfermedad en pacientes comprometidos y es asociado también con epidemias

esporadicas de gastroenteritis (Koneman et al., 2008).

2.2.2 Resistencia bacteriana a antibiéticos

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

los mecanismos y elementos genéticos (Sanchez et al., 2012).

2.2.2.1 Clases de resistencia

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

2003).
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La resistencia adquirida es una peculiaridad Unica de una especie bacteriana, que por su
naturaleza es sensible a un antibiotico, sin embargo estas bacterias han sido modificadas
genéticamente por mutacidn o por adquisicion de genes de resistencia (plasmidos,

transposones e integrones) (Van Hoek et al., 2011).

En cuanto a la mutacion de un gen relacionado con el mecanismo de accion de un
antibiotico, tenemos por ejemplo la resistencia a las quinolonas por modificacion de la
DNA girasa en las enterobacterias, y en cuanto a las mutaciones de los genes que
codifican a las porinas tenemos como consecuencia el bloqueo del ingreso del antibiotico
al interior del microorganismo bacteriano; la adquisicion de genes de resistencia a partir
de una cepa de una especie idéntica o diferente, esta dada por plasmidos transposones e

integrones (Van Hoek et al., 2011).

2.2.2.2 Vectores de transmisién de la resistencia a los antibioticos

Tanto plasmidos como transposones son elementos genéticos mdaviles donde se
transportan los genes de resistencia, los plasmidos son fragmentos de DNA bacteriano
de longitud variable con capacidad para replicarse independientemente de la maquinaria

genética que dispone la célula (Mosquito et al., 2011).

Los transposones son secuencias de DNA que pueden ser traslocados tanto entre
cromosomas como de un cromosoma a un plasmido o entre plasmidos, por medio de un
sistema de recombinacién propio y también por la capacidad de los plasmidos de
trasladarse de una célula a otra durante la conjugacion, permitiendo la adquisicién de
genes de resistencia entre bacterias de una misma especie o de especies distintas,

dando lugar a la expansion de la resistencia (Mosquito et al., 2011).

Algunos plasmidos y transposones poseen elementos géneticos llamados integrones que
les permite capturar diversos genes exdgenos dando lugar a la aparicion de cepas
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multirresistentes (Mosquito et al., 2011), por esta razén los antibiéticos afectados por este
mecanismo son los betalactamicos, aminoglicosidos, tetraciclinas, cloranfenicol vy
sulfamidas; tal es el caso de Escherichia coli y P. mirabilis que presentan resistencia a la

ampicilina (Giedraitiene et al., 2011).

2.2.3 Mecanismos de resistencia bacteriana a los metales pesados
La célula bacteriana puede desarrollar sistemas de resistencia a los metales pesados

mediante diversos mecanismos (Sueiro, 2012), entre ellos tenemos:

a. Exclusién de metales por barrera de permeabilidad.

La alteracién en la composicion de la pared celular, la membrana, o en la envoltura de
una bacteria son ejemplos de mecanismos de exclusion de metales por barrera de
permeabilidad, puesto que estos impiden el ingreso de los metales a la célula y de
esta manera el microorganismo intenta proteger sus componentes celulares sensibles

a los metales (Agrawal et al. 2011).

b. Eflujo de metales por transporte activo.

El transporte activo constituye el mecanismo de resistencia a metales mas estudiado,
los microorganismos utilizan este tipo de mecanismos para exportar los metales
toéxicos desde su citoplasma al espacio extracelular, estos mecanismos estan
codificados a nivel cromosémico o en plasmidos. Los sistemas de eflujo asociados o
no a una ATPasa y suelen ser altamente especificos para el catién o el anién que

exportan (Agrawal et al., 2011).

c. Secuestro intracelular.

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

d. Secuestro extracelular.
En Stenotrophomonas sp. JD1 se observé que el exopolisacarido producido por el
aislamiento tiene la capacidad de secuestrar Cr (VI) y lograr de esta manera proteger

a la bacteria (Morel, 2009).

e. Detoxificacién enzimatica de metales a una forma menos toxica.

La reduccién enzimatica de Cr(VI) a su forma menos téxica Cr(lll) se ha sugerido
como un mecanismo de resistencia en varios microorganismos (Cervantes, 2001), asi
mismo las reductasas de cromato se han identificado en diversas especies
bacterianas y se encuentran codificadas a nivel cromosoémico. La gran parte de estas
reductasas pertenecen a la familia de las flavoproteinas NAD(P)H dependientes,
funcionando también en condiciones de aerobiosis o de anaerobiosis asociadas tanto

con la fraccion soluble como con la fraccion de membrana (Cervantes, 2007).

f. Reduccién de la sensibilidad de blancos celulares a metales.

La proteccion de los blancos celulares puede provenir de mutaciones que disminuyen
la sensibilidad de los componentes celulares a los metales pesados, sin alterar su
funcién bésica, como tambien un aumento en la produccién del componente celular
evitando la inactivacion total por el metal. EI microorganismo se autoproteje al
producir componentes metaloresistentes, o vias celulares alternativas, para poder los

componentes sensibles (Mergeay, 1991; Agrawal et al., 2011).

2.2.4 Sistemas de Expulsion de iones

Las bacterias poseen mecanismos de resistencia con el fin de tolerar los efectos nocivos
de los metales téxicos (Silver y Phung, 2005), asi podemos mencionar a los siguientes: a)
componentes celulares que atrapan a los iones, neutralizando su toxicidad, b) enzimas
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gue convierten el estado redox de los metales o metaloides, transforméandolos en formas
menos toxicas y ¢) transportadores de membrana que excretan las especies nocivas del

citoplasma celular (Cervantes et al., 2006).

2.2.4.1 Sistema de expulsion de cationes
Estos mecanismos tienen por funcién expulsar iones derivados de Cd, Co, Cu, Ni, Ag, Pb
y Zn; en este sistema de expulsion se han descrito tres tipos (Nies, 2003) como a

continuacion se detallan:

i) Los facilitadores de difusién de cationes (CDF) distribuidas en los dominios Bacteria,
Archaea y Eukarya, estas proteinas transportan zinc asi mismo expulsan otros
cationes como Cd, Co, Ni ademas del hierro (Haney et al., 2005; Tabla 1), asi mismo
las proteinas CDF son polipéptidos que tienen seis segmentos transmembranales
(STM), actian como homodimeros en la membrana interna, y excretan los sustratos
hacia el espacio periplasmico; el intercambio de iones se asocia con un proceso
guimiosmético en los que estan involucrados el intercambio con protones y la
participacién residual de histidina, aspartato y glutamato. Un prototipo de este grupo
de transportadores es la proteina CzcD, descrita en un plasmido de la B-
proteobacteria hipertolerante a metales Cupriavidus metallidurans (Cervantes et al.,

2006).}

i) ATPasas tipo P, conforman una superfamilia de transportadores de metales que son
energizadas por la hidrélisis del ATP (Solioz et al., 1994), las ATPasas tipo P estan
considerablemente diseminadas en los tres dominios de la vida y sus sustratos son
iones como H*, Na*, K*, Mg?*, Ca?*, Cu*, Ag"*, Zn?'y Cd?"* (Cervantes et al., 2006), este
tipo de ATPasas se localizan en la membrana interna y trasladan iones hacia el interior
celular, como Mg?*, también funciona como sistemas de expulsion, retirando metales
téxicos al espacio periplasmico; las ATPasas asocian su funcion con proteinas de la
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membrana externa (por ejemplo, las porinas) para expulsar el sustrato téxico hasta el
exterior celular. Los miembros de este grupo relacionados al transporte de metales
pesados tienen una prolina precedida o seguida de una cisteina. Las ATPasas son
proteinas conformadas por seis STM, una region citoplasmica que une el ATP, y
muchas parejas de cisteinas que sostienen a los metales que han de ser expulsados,
la ATPasa tipo P mas estudiada en las bacterias es la proteina CadA codificada en un
plasmido de Staphylococcus aureus; de igual manera C. metallidurans es notable al
poseer en su genoma los genes para 10 ATPasas tipo P que participan en la

homeostasis y también en la resistencia, a Cd, Cu, Pb y Zn (Cervantes et al., 2006).

iii) Transportadores de la familia RND, estos transportadores participan en procesos de
resistencia, nodulacion y division celular en variadas especies bacterianas (Saier,
2003), muy por el contrario a los transportadores anteriores, estas proteinas son
exclusivas de especies bacterianas, estos transportadores son proteinas presentes en
la membrana interna, que excretan compuestos de diversa naturaleza, estas proteinas
participan en la expulsion de metales que estan asociados a parejas de polipéptidos
auxiliares: como son una proteina pequefia de la membrana externa de la célula y una
proteina periplasmica que fusiona a las membranas interna y externa (Paulsen et al.,
1996); es un complejo que se encuentra en la membrana formando tres copias de
cada proteina, en el caso de C. metallidurans la agrupacion se lleva a cabo desde el
nivel genético: los genes codificantes de proteinas CzcC, B y A llegan a formar un
operdn. El complejo proteico es una eficiente bomba de expulsiéon que traslada los
iones toxicos desde el citoplasma hasta el exterior de la célula bacteriana, en el caso
de Cupriavidus posee un sistema CzcCBA el cual es capaz de expulsar Cd, Zn y Co,
sin embargo, existen complejos RND de otras especies bacterianas que tienen la

funcion de transportar niquel, cobalto, plata o cobre (Tabla 1) (Cervantes et al., 2006).
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Tabla 1. Sistemas bacterianos que expulsan iones inorganicos toxicos.

Genfoperdn lones transportados Mecanismo de expulsién
arsAB AsO, ATPasa

arsB AsO, Quimiosmético
cadA Cd 2 ATPasa tipo P
chrA CrQ? Quimiosmético
COpA Cur ATPasa tipo P
cusCFBA Cu* Quimiosmético, RND
CzcCBA Cd2+, Zn?+, Co?* Quimiosmético, RND
czeD Cd> Quimiosmético, GDF
nceCBA Ni2+, Co?+, Gd2+ Quimiosmotico, RND
pbrA Pb* ATPasatipoP
silCBA Ag* Quimiosmatico, RND
silP Ag* ATPasatipo P
ZitA In* ATPasatipo P
ZitB n# Quimiosmético, CDF

Fuente: Cervantes et al. (2006).

2.2.4.2 Sistemas de expulsién de aniones
Dentro de este sistema podemos encontrar los transportadores que excretan a los
oxianiones derivados de arsénico y cromo, incluyendo sistemas quimiosméticos asi como

relacionados con ATPasas (Cervantes et al., 2006).

i) El arsénico puede formar dos tipos de oxianiones: arsenito (AsO>) y arsenato (AsO4%),
en este caso el sistema de expulsion de arsenito es el operén arsABC codificado en un
plasmido de Escherichia coli, este metaloide es expulsado por un complejo
conformado por ArsB, una proteina de la membrana interna, y ArsA, una proteina
hidrofilica de la membrana y con actividad de ATPasa. ArsA le confiere energia para el
transporte de arsenito y no tiene ninguna similitud con las ATPasas antes

mencionadas (Mukhopadhyay et al., 2002).

El proceso de tolerancia se complementa con una pequefia proteina adicional, ArsC, el

cual es una arsenato reductasa que convierte el arsenato en arsenito, que luego es
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expulsado por el complejo ArsAB. En tal sentido, el sistema ars le brinda resistencia a
ambos oxianiones. Existen numerosos homoélogos del operon ars en multiples
especies bacterianas, presentes en plasmidos como en cromosomas (Mukhopadhyay
et al., 2002); por otro lado estos operones carecen del gen para la ATPasa ArsA y en
este sentido, el transportador ArsB es capaz de expulsar el arsenito impulsado por el
potencial eléctrico transmembranal creado por la cadena respiratoria (Mukhopadhyay
et al., 2002), a su vez este sistema de expulsion de iones inorganicos téxicos funciona
de manera dual: impulsado por la hidrélisis del ATP formando un proceso

guimiosmético (Tabla 1) (Cervantes et al., 2006).

i) Este sistema de expulsién de oxianién téxico cromato (CrO4?) tuvo lugar por primera
vez en plasmidos de Pseudomonas aeruginosa asi como de C. metallidurans que
codifican la proteina ChrA (Cervantes et al., 2001), la proteina ChrA es la que excreta
el cromato del citoplasma en un proceso quimiosmotico que depende de la cadena
respiratoria (Pimentel et al., 2002); la proteina ChrA es parecida a ArsB en tamafio,
topologia y mecanismo de accion, sin embargo, no comparten similitud en sus
secuencias de aminoacidos (Cervantes et al., 2006).

Actualmente existen multiples homélogos de ChrA, plasmidicos y cromosémicos, que
conforman parte de la familia de transportadores CHR (Nies et al., 1998), las proteinas
ChrA, en semejanza a los miembros de otras familias de transportadores, surgieren la
duplicaciéon de un gen recurrente que codificaba solo seis STM (Nies et al., 1998), por
otro lado por medio de la mutagénesis se estableci6 que la gran parte de los
aminoacidos esenciales para la funcién de ChrA de P. aeruginosa se localizan en la
mitad amino terminal (Aguilera et al., 2004), sugiriendo de esta manera que los
dominios amino y carboxilo terminal actlien equitativamente en la expulsion del

cromato (Cervantes et al., 2006).
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. MATERIALES Y METODOS

3.1 TIPO DE ESTUDIO

El proyecto de investigacion, fue enmarcado en un tipo de estudio experimental y de
secuencia temporal transversal (Hernandez et al., 2014).

3.2 ZONA DE ESTUDIO

Las muestras de estudio (agua), a partir del cual se aislaron las coliformes, procedieron
de cuatro zonas de muestreo de la laguna Espinar (Figura 1). La zona 1 (Z1) de
muestreo, se ubico en las coordenadas UTM -15.848858 y -70.005628, al norte y en el
exterior de la isla Espinar; la zona 2 (Z2), se encontrd ubicada en las coordenadas UTM -
15.851306 y -70.001756, en el que las muestras se colectaron en la laguna de recepcion
de aguas residuales, al oeste de la isla Espinar, en ella desembocan directamente las
aguas residuales de la ciudad de Puno; la zona 3 (Z3), se localizé entre las coordenadas
UTM -15.852974 y -69.999362, y estuvo ubicada en la laguna de aireacion de aguas
residuales, al sur oeste de la isla Espinar; y la zona 4 (Z4), estuvo situada entre las
coordenadas UTM -15.851787 y -69.997019, al sur de la isla Espinar, esta zona se

caracterizdO porque se observé la mezcla del agua procedente de las lagunas de

estabilizacion y las de la bahia interior de Puno.

Bahia interior de Puno

.\.:w:'\' e \~.\\ﬁ_\.~:.‘ o O \ {j" !
Figura 1. Zonas de muestreo de las coliformes (Z1 = zona 1; Z2 = zona 2; Z3 =
zona 3y Z4 = zona 4), durante los meses de octubre a diciembre 2016.
Fuente: Www.qooqle.map.

" >
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3.3 POBLACION Y TAMANO DE MUESTRA

En razén de que la muestra es una poblacién infinita de litros de agua, la muestra estuvo
representada por 12 muestras de agua, las cuales fueron distribuidas en 4 zonas de
muestreo, los muestreos se realizaron en forma mensual (octubre, noviembre y diciembre

del afio 2016).

3.4 METODOLOGIA

3.4.1 Evaluacién de la resistencia a los antibiéticos cefalexina (30 ug),
cloranfenicol (30 pg), ceftriaxona (30 pg), cefotaxima (30 pg) y eritromicina
(10 pg) en bacterias coliformes (Escherichia coli, Klebsiella sp, Enterobacter
sp y Citrobacter sp) aisladas a partir de muestras de aguas de la laguna de

oxidacién Espinar.

3.4.1.1 Toma de muestra

La toma de muestra se llevé a cabo los dias 14 de octubre, 04 de noviembre y 05
de diciembre del afio 2016, entre las 9.30 y 10.00 am, para ello se utilizaron 4
frascos previamente esterilizados en una autoclave del Laboratorio de
Microbiologia de la Facultad de Ciencias Bioldgicas. Previa a la recoleccion de
muestras de agua, se enjuagaron los frascos con la misma agua, por tres veces, y
en la cuarta vez se recolect6 la muestra definitiva. Todo ello se realizé de la
misma en las 4 zonas de muestreo. Todas las muestras colectadas, fueron
inmediatamente trasladadas al Laboratorio de Microbiologia de la FCCBB — UNA
Puno, para su posterior andlisis y experimentos previamente planificados y

detallados a continuacion.
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3.4.1.2 Aislamiento de bacterias Gram negativas

Estos procedimientos se realizaron en el Laboratorio de Microbiologia de la

FCCBB — UNA Puno, a continuacion, se detalla dichos procedimientos:

Método: Cultivo in vitro en agar Eosin Metil Blue (EMB).

Fundamento: ElI agar EMB, es un medio utilizado para obtener un mejor
rendimiento en el aislamiento selectivo de enterobacterias y otras especies de
bacilos Gram negativos. La diferenciacidon entre organismos capaces de utilizar la
lactosa y/o sacarosa, y aquellos que son incapaces de hacerlo, estd dada por los
indicadores eosina y azul de metileno, éstos ejercen un efecto inhibitorio sobre
muchas bacterias Gram positivas. En ella Escherichia coli presenta un
caracteristico brillo metalico. Las cepas que utilizan la lactosa poseen centro
oscuro con periferia azulada o rosada, mientras que las que no lo hacen son

incoloras.

Procedimientos:

- Las muestras de aguas residual de la laguna Espinar, fueron cultivadas en el
medio de cultivo agar EMB, por agotamiento en cada una de las placas, en un
namero de dos placas por zona de muestreo, que constituyeron las repeticiones

(Figura 2).
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Figura 2. Placas Petri con medio de cultivo EMB, donde se realizaron el aislamiento de
enterobacterias, de las zonas de muestreo, durante los meses de octubre a diciembre del
ano 2016.

- Para la identificacion preliminar mediante las caracteristicas de las colonias en el
medio de cultivo, se identificaron como Escherichia coli aquellas que presentaron
colonias verdosas con brilo metdlico y centro negro azulado, Klebsiella
pneumoniae aquellas con caracteristicas mucosas y rosa purpura con fuentes,
Enterococcus faecalis aquellas incoloras pequefias y puntiformes. Para
diferenciar de otras especies bacterianas Proteus mirabilis, Shigella flexneri y
Salmonella typhimurium, éstas crecieron en colonias incoloras.

- Asimismo, se realizaron la tincion Gram y pruebas bioquimicas de TSI, LIA, CS e

Indol para la identificacion de las bacterias.

3.4.1.3 Evaluacioén de la resistencia a los antibiéticos

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

Fundamento: Este método estd basado en el trabajo de Kirby Bauer, esta
recomendado para la determinaciéon de la sensibilidad bacteriana a los

antimicrobianos. El antibiograma disco — placa consiste en depositar, en la
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superficie de agar de una placa de Petri previamente inoculada con el
microorganismo, discos de papel secante impregnados con los diferentes
antibioticos. Tan pronto el disco impregnado de antibiético se pone en contacto
con la superficie humeda del agar, el filtro absorbe agua y el antibiético difunde al
agar. El antibiotico difunde radialmente a través del espesor del agar a partir del
disco formandose un gradiente de concentracion. Transcurridas las 24 horas de
incubacién los discos aparecen rodeados por una zona de inhibicion (Picazo,

2000).

Procedimientos:

- Las bacterias previamente aisladas fueron cultivadas en medio de cultivo Muller
Hilton.

- A continuacién, se colocaron en forma aséptica los discos de sensibilidad de
cefalexina (30 pg), cloranfenicol (30 pug), ceftriaxona (30 pg), cefotaxima (30 pg) y
eritromicina (10 ug).

- Los cultivos se incubaron durante 48 horas a una temperatura de 37 °C.

- La actividad antibacteriana fue determinada con la medida del diametro de
inhibicién producido alrededor de cada disco de antibioticos. Todos los ensayos
fueron realizados por triplicado.

- La evaluacion del efecto antibacteriano se realizé midiendo los halos de inhibicion
bacteriana (mm) con un vernier calibrado, asimismo se midi6 los halos de
inhibicion del blanco (agua destilada) y el control positivo, para ello se utilizé la
amoxicilina comercial (Ochoa et al., 2012). El porcentaje de inhibicion de los
discos de antibidticos se calculé reemplazando los diametros en la siguiente

ecuacién matematica (Corso, 2012):

(@ de la muestra — @ del blanco)

100
(@ del control — @ del blanco) .

% de inhibicion =
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Donde: % = porcentaje y ¢ = diametro.

3.4.1.4 Anédlisis estadistico de resultados
El disefio experimental fue el analisis de varianza (ANVA). Los tratamientos
estuvieron conformados por discos de antibidticos (cefalexina 30 pg, cloranfenicol
30 pg, ceftriaxona 30 pg, cefotaxima 30 pg y eritromicina 10 pg). Los datos
obtenidos de los diametros de halos de inhibicion bacteriana fueron analizados
mediante un analisis de varianza (P<0.05), que previamente fueron transformados
a su raiz cuadrada. Los andlisis de datos se realizaron en el software Infostat

(version libre 2016).

3.4.2 Evaluacioén de laresistencia a los metales pesados Cd, Pb y Hg en bacterias
coliformes Escherichia coli, Klebsiella sp, Enterobacter sp y Citrobacter sp

aisladas de muestras de aguas de la laguna de oxidacion Espinar

Para obtener los resultados de este objetivo, se realizaron los procedimientos

recomendados por Moraga et al. (2003):

3.4.2.1 Preparacién de las soluciones de metales pesados

A continuacion se detallard el procedimiento quimico para el célculo de las

soluciones diluidas de Cd, a partir de una solucién stock, de similar forma se

realizé para los deméas metales:

i) EIl peso molecular del nitrato de Cd (Cd(NOs3)..H20), fue de 254.422 g/mol, por
ello se pes6 2.26 g de (Cd(NOs)2.H20), el cual fue aforado a 1000 mL de agua
destilada, obteniéndose asi una solucién de 1 g/L de Cd.

ii) A continuacién, se obtuvieron las siguientes diluciones mediante la ecuacion
C1V1=C,Vo.

ii) Para la obtencion de la solucion de 1 mg/L de Cd, se reemplazo:

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO ' Nacional del
i Altiplano

C1V1=Cy V.
(2000 mg/L) (V1) = (1 mg/L) (200 mL)

Vi = (1 mg/L) (200 mL)
(1000 mg/L)

V1 = 0.2 mL de la solucién stock y aforar a 200 mL de agua destilada.
iv) Para la obtencion de la solucién de 10 mg/L de Cd, se reemplazo:

C1V1=C,Va.

(1000 mg/L) (V1) = (10 mg/L) (200 mL)

V1 = (10 mg/L) (200 mL)
(1000 mg/L)

V1= 2 mL de la solucién stock y aforar a 200 mL de agua destilada.

v) Para la obtencién de la solucién de 30 mg/L de Cd, se reemplazo:
C1V1=C, V..
(2000 mg/L) (V1) = (30 mg/L) (200 mL)

Vi = (30 mg/L) (200 mL)
(1000 mg/L)

V1 = 6 mL de la solucién stock y aforar a 200 mL de agua destilada.

vi) Para la obtencion de la soluciéon de 50 mg/L de Cd, se reemplazé:
C1V1=C2V2.
(1000 mg/L) (V1) = (50 mg/L) (200 mL)

V1 = (50 mg/L) (200 mL)
(1000 mg/L)

V1 =10 mL de la solucién stock y aforar a 200 mL de agua destilada.

3.4.2.2 Proceso de evaluacién de la resistencia a los metales pesados

Método: Método de recuento en placa.
Fundamento: Es un método muy utilizado cuando se necesita determinar el
tamafio de la poblacion bacteriana de una muestra. El recuento de
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microorganismos, en este caso, se basa en que cada uno desarrollara una colonia
visible. Pero debido a que una muestra no es totalmente homogénea con respecto
a su composicion microbiolégica, es posible que una colonia se origine de un
microorganismo o de cientos de ellos, dando en este Ultimo caso un recuento
menor del real. Lo que si se sabe es que cada colonia observada se formé a partir
de por lo menos un microorganismo. Entonces la colonia es considera una unidad

formadora de colonia (UFC) a los efectos de los célculos.

Procedimientos:

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

- Seguidamente se transfiri6 un mL de una dilucién de suero fisiol6gico con una
concentracion bacteriana de 4 x 10®° UFC/mL para Escherichia coli; 1 x 10*
UFC/mL para Enterobacter sp; 2 x 10° UFC/mL para Klebsiella sp, hacia las
placas con APC conteniendo concentraciones crecientes de metales pesados.

- Luego de 48 horas de incubacion a 37 °C, se realiz6 el recuento de colonias para
luego evaluar asi, cual de las bacterias presentdé mayor resistencia a los metales

pesados en sus diferentes concentraciones.

Analisis estadistico de datos

El disefio experimental fue completo al azar. Los tratamientos estuvieron
conformados por las concentraciones de metales pesados (1, 10, 30 y 50 mg/L de
Cd, Pb y Hg) contenidos en las placas de APC. Los recuentos de colonias de las
bacterias coliformes fueron evaluados mediante un analisis de varianza y prueba

de Tukey (P<0.05).
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Resistencia a los antibi6ticos cefalexina (30 ug), ceftriaxona (30 pug), cefotaxima
(30 ug), cloranfenicol (30 pg) y eritromicina (10 pug) en bacterias coliformes
(Escherichia coli, Klebsiella sp, Enterobacter sp y Citrobacter sp) aisladas a

partir de muestras de aguas de lalaguna de oxidacion Espinar

4.1.1 Aislamientos de enterobacterias en aguas residuales

Tabla 2. Recuentos bacterianos en muestras de agua de las zonas de muestreo (laguna
de estabilizacion de aguas residuales y exteriores de la isla Espinar) durante los meses

de octubre a diciembre del 2016.

Recuento bacteriano (UFC/mL)
Repeticiones

Zonal Zona 2 Zona 3 Zona 4
1 4 3400 1500 90
2 5 3600 1300 80
3 4 3580 1420 87
Promedio 4.3 2404.7 4220 85.7

En la tabla 2 se presenta el crecimiento de enterobacterias, el cual tuvo una variacion
segun la zona de muestreo (Figura 3). La muestra de agua de la zona 1, presentd un
escaso numero de colonias de enterobacterias, que oscilaron entre 4 y 5 UFC/mL; la
muestra de agua de la zona 2, present6 el mayor crecimiento bacteriano, que vario entre
3400 a 3600 UFC/mL; la muestra de agua de la zona 3, presentd un recuento entre 1300

a 1500 UFC/mL; y la muestra de agua de la zona 4, present6 entre 80 a 90 UFC/mL.
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Figura 3. Crecimiento de enterobacterias en medio EMB, de muestras de agua de la

zona de estudio, durante los meses de octubre a diciembre del 2016.

Los crecimientos de enterobacterias evaluados en la investigacion, coinciden con las
especies bacterianas reportados por Ribera et al. (2005), quienes aislaron en el rio
Alseca (Puebla — México), un total de 100 enterobacterias, de las cuales se identificaron
los géneros: Escherichia sp, Klebsiella sp, Enterobacter sp, Serratia sp, Providencia sp,
Cedacea sp, Citrobacter sp y Shigella sp. En cuanto a los recuentos de carga
enterobacteriana, concuerda con lo manifestado por Cabrera y Garcia (2006), quienes
reportaron en su investigacion, recuentos de 3300 NMP/mL en muestras de agua de
alcantarillado, y en la investigacion se determind entre 3400 a 3600 UFC/mL. La
presencia de ellos obedece al ingreso de aguas residuales domésticas de la ciudad de

Puno.

4.1.2 Evaluacion de la resistencia a los antibioticos en Escherichia coli

En este experimento, Escherichia coli, presenté didmetros de halos de inhibicién que

oscilaron entre 18.67 mm con el antibidtico cloranfenicol (30 pg) y 34.00 mm con el

38
Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO &1[L5T Nacional del
i Altiplano

antibiotico ceftriaxona (30 pg) (Anexo D). E. coli presentd un porcentaje de inhibicion que
vario entre 90.30 y 164.48%. La bacteria resultdé tener sensibilidad a los antibidticos
cefotaxima (30 ug), cefalexina (30 pg), ceftriaxona (30 ug) y cloranfenicol (30 pg), y una
respuesta intermedia a eritromicina (10 pg) (Tabla 3). Los resultados de la investigacion
con respecto a la inhibicion bacteriana en Escherichia coli, Klebsiella sp y Enterobacter
sp, fueron interpretados segun las tablas comparativas de medicion de halos de inhibicion
y didmetros criticos para enterobacterias, emanados por el Instituto Nacional de Salud

(2002) (Anexo E).

Tabla 3. Respuesta antimicrobiana de Escherichia coli a los antibiéticos en cultivo in vitro,

durante los meses de octubre a diciembre 2016.

Promedio de didmetro % Inhibicién Interpretacion

Antibicticos de halo de inhibicién
(mm)
Cefotaxima (30 ug) 24.00 116.11 Sensible
Cefalexina (30 ug) 20.67 100.00 Sensible
Ceftriaxona (30 pg) 34.00 164.48 Sensible
Cloranfenicol (30 ug) 18.67 90.30 Sensible
Eritromicina (10 ug) 21.00 101.59 Intermedio
Control negativo 0.00 -- --
(agua destilada)
Control positivo 20.67 -- --

(amoxicilina comercial)

4.1.3 Evaluacion en Enterobacter sp

Enterobacter sp, mostré didmetros de halos de inhibicion entre 18.67 mm con el
antibiotico eritromicina (10 pg) y 34.00 mm con el antibiético ceftriaxona (30 pg) (Anexo
D). Asimismo, Enterobacter sp, presentd un porcentaje de inhibicibn que varié entre

109.82 y 200.00%. La bacteria resulto tener sensibilidad a los antibiéticos cefotaxima (30
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Hg), cefalexina (30 ug), ceftriaxona (30 pg) y cloranfenicol (30 pg), y una respuesta

intermedia a eritromicina (10 pg) (Tabla 4).

Tabla 4. Respuesta antimicrobiana de Enterobacter sp. a los antibidticos en cultivo in

vitro, durante los meses de octubre a diciembre 2016.

Promedio de didmetro % Inhibicién Interpretacion

Antibioticos de halo de inhibicién
(mm)

Cefotaxima (30 ug) 25.67 151.00 Sensible

Cefalexina (30 ug) 23.67 139.23 Sensible
Ceftriaxona (30 pg) 34.00 200.00 Sensible
Cloranfenicol (30 pg) 20.67 121.58 Sensible
Eritromicina (10 pg) 18.67 109.82 Intermedio

Control negativo 0.00 -- --

(agua destilada)

Control positivo 17.00 -- --

(amoxicilina comercial)

4.1.4 Evaluacion en Klebsiella sp

Klebsiella sp, exhibi6 diametros de halos de inhibicién entre 14.67 mm con el antibiético
eritromicina (10 pg) y 31.00 mm con el antibiético ceftriaxona (30 pg) (Anexo D). Por otro
lado, Klebsiella sp, presenté un porcentaje de inhibicion que vari6 entre 142.01 y
300.09%. La bacteria resulté tener sensibilidad a los antibiéticos cefotaxima (30 pg),
cefalexina (30 pg), ceftriaxona (30 ug), y una respuesta intermedia a cloranfenicol (30 ug)

y eritromicina (10 ug) (Tabla 5).
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Tabla 5. Respuesta antimicrobiana de Klebsiella sp. a los antibi6ticos en cultivo in vitro,

durante los meses de octubre a diciembre 2016

Promedio de didmetro % Inhibicién Interpretacion

Antibicticos de halo de inhibicién
(mm)

Cefotaxima (30 ug) 26.67 258.18 Sensible

Cefalexina (30 pg) 20.67 200.09 Sensible
Ceftriaxona (30 pg) 31.00 300.09 Sensible
Cloranfenicol (30 ug) 16.67 161.3 Intermedio
Eritromicina (10 ug) 14.67 142.01 Intermedio

Control negativo 0.00 --

(agua destilada)

Control positivo 10.33 --

(amoxicilina comercial)

Al evaluar los diametros de halos de inhibicibn entre las bacterias Escherichia coli,
Enterobacter sp y Klebsiella sp, no presentaron diferencia estadistica significativa (F. =
0.27; gl = 2; P = 0.77), presentando promedios de halos de 4.64 mm para Klebsiella, 4.84
mm para Escherichia coli y 4.93 mm para Enterobacter sp (Figura 4). Los datos
obtenidos no presentaron normalidad segun la prueba de Shapiro Wilk, por tanto, fueron
transformados a raiz cuadrada, sin embargo, a pesar de ello no presentaron diferencia

significativa, en tal sentido se presenta la figura con datos transformados.
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Figura 4. Promedios de los didmetros de los halos de inhibicién de las enterobacterias

frente a los antibi6ticos, durante los meses de octubre a diciembre del 2016.

En la investigacion, se determiné que las bacterias Escherichia coli y Enterobacter sp
fueron sensibles a los antibiéticos cefotaxima, cefalexina, ceftriaxona y cloranfenicol, y
presentaron una respuesta intermedia a eritromicina; en contraste Klebsiella sp, fue
sensible a cefotaxima, cefalexina y ceftriaxona e intermedia a cloranfenicol y eritromicina.
Estos resultados fueron diferentes a los reportados por Nufiez et al. (2012), quienes
determinaron que las bacterias Gram negativas como son la Escherichia coli, Alcaligenes
faecalis y Stenotrophomonas maltophilia, presentaron resistencia frente a los antibiéticos
ampicilina y cefalotina; asimismo es diferente con Tzoc et al. (2004), quienes indican que
Escherichia coli y Aeromonas sp, mostraron ser resistentes principalmente a eritromicina,
ampicilina y amoxicilina; también es diferente a Rivera et al. (2005), quienes reportan que

Escherichia coli es resistente a carbemicilina, ampicilina, cefotaxima, trimetropin
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sulfametoxasol y cloranfenicol; asi como también con Martinez et al. (2010), quienes
afirman que las bacterias aisladas del rio AlImenares (Cuba), compartieron resistencia a
siete antibidticos experimentados en bacterias Gram negativas; y también con Moraga et
al. (2003), quienes aislaron bacterias de la bahia de Iquique (Chile), todas
multirresistentes a cuatro 0 mas antibiéticos (ampicilina, amikacina, cefamax, cefataxima

y nitrofurantoina).

El fenotipo de la resistencia antibidtica, es un proceso molecular caracterizado por la
produccion de enzimas que van a llevar a cabo la destruccién de las estructuras quimicas
de los antibiéticos. En la investigacién, las bacterias fueron sensibles a los antibiéticos
cefalexina, ceftriaxona y cefotaxima y algunas presentaron respuestas intermedias a
cloranfenicol y eritromicina. Esta respuesta intermedia a eritromicina, se deberia a que
las bacterias sintetizan la eritromicina esterasa, que cataliza la hidrdlisis del anillo de
lactona del antibiético; asimismo la bacteria Klebsiella present6é una respuesta intermedia
al antibiético cloranfenicol, debido a que produce la enzima cloranfenicol acetiltransferasa

(Giedraitiene et al., 2011).

Todas las bacterias evaluadas en la investigacién, presentaron sensibilidad a los
antibioticos especialmente cefalosporinas (cefalexina, ceftriaxona y cefotaxima), ya que
estos antibioticos poseen mecanismos de accién que impiden la sintesis de la pared
celular bacteriana, a través de su union a las proteinas fijadoras de penicilinas (PLP),
ocasionando la activacion de las autolisinas, las cuales provocan finalmente la lisis

bacteriana (Alvarado, 2009).

Las bacterias Escherichia coli, Enterobacter sp y Klebsiella sp, presentaron una
respuesta intermedia a eritromicina, esto se deberia por la alteracion del sitio en donde
actua el antibiotico, que consistiria en la modificacion de algunos sitios especificos de la
célula bacteriana como la pared celular, la membrana celular, la subunidad 50S o 30S
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ribosomales, entre otras, asimismo, la modificacién por mutacion de los genes GyrA y
GyrB que codifican para las topoisomerasas Il y IV respectivamente, ofreciendo
resistencia bacteriana a diferentes bacterias como Staphylococcus aureus, S.

epidermidis, Pseudomonas aeruginosa y E. coli (De la Fuente et al., 2007).

En cuanto a las modificaciones a nivel ribosomal podemos mencionar los cambios que
ocurren en las subunidades 30S y 50S los cuales son los sitios de accién de los
macrolidos (eritromicina), es asi que la metilacion del RNA ribosomal de la subunidad
50S confiere resistencia a las bacterias Staphylococcus aureus y S. epidermidis frente al
cloranfenicol y los macrélidos (eritromicina) (Lim et al., 2012), razén por la cual las
bacterias evaluadas presentaron una respuesta intermedia al antibiético eritromicina. La
bacteria Klebsiella sp, presentd una respuesta intermedia al antibiético cloranfenicol, esto
se deberia a la alteracion de la permeabilidad de la membrana celular, impide que el
antibiotico alcance su sitio de accion, asimismo la bacteria produce enzimas que inactivan

al antibiético (Alvarado, 2009).

La respuesta intermedia, se deberia probablemente a los cambios que se dan en los
receptores bacterianos especificos para los antimicrobianos o por alteraciones
estructurales en los componentes de envoltura de la célula bacteriana (membrana o
pared celular), que influyen en la permeabilidad, asi como a la pérdida de la capacidad de
transporte activo a través de la membrana celular o la expresion de bombas de eflujo las
cuales se activan en el momento en que el antibi6tico se introduce a la célula bacteriana

(Giedraitiene et al., 2011).

La membrana celular de las bacterias Gram negativas contiene un alto contenido de
lipidos con respecto a las Gram positivas, presenta una membrana externa con un 40%
de lipopolisacéarido, lo cual le proporciona una barrera efectiva contra la entrada de
antibioticos, dependiendo de la composicibn quimica de estos. La internalizacion de
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compuestos hidréfilicos se lleva a cabo por canales denominados porinas, que se
encuentran en la membrana interna, estos canales estan llenos de agua, por lo que la
penetracién de los antibacterianos en este caso dependera del tamafio de la molécula,

hidrofobicidad y carga eléctrica (Giedraitiene et al., 2011).

Por otro lado, en la membrana celular se encuentran las bombas de eflujo que llevan a
cabo la internalizacion y expulsién de los antimicrobianos, las que se encuentran en
bacterias Gram negativas. El eflujo activo de los antibidticos es mediado por proteinas
transmembranales. En el caso de las bacterias Gram negativas involucra también
componentes en la membrana externa y citoplasma. Estas proteinas forman canales que
exportan activamente a un agente antimicrobiano fuera de la célula tan rapido como
entra. Como en la investigacion encontramos una respuesta intermedia a cloranfenicol,
éste seria el mecanismo que confiere resistencia a las bacterias del género Klebsiella sp

(Lim et al., 2012).

En la investigacion determinamos que las bacterias en estudio, fueron sensibles a los
antimicrobianos, pero Nufiez et al. (2012), Rivera et al. (2005) y Tzoc et al. (2005), entre
otros autores, indicaron que las bacterias aisladas de aguas residuales eran resistentes a
los antibidticos, debido a que gran parte de las bacterias procedian de las aguas
residuales de hospitales, y los centros de produccion de animales en los que aplicaban
antibiéticos, lo cual terminaba en la resistencia bacteriana; esta diferencia radicaria en
que las bacterias evolucionan frente a la presencia de los antibiéticos, sobreviviendo las
gue mejor se adaptan, gracias a la plasticidad genética y su rapida replicacion, siendo
inevitable el progreso de la resistencia bacteriana, pero que puede retrasarse y ser

reversible (Courvalin, 2008), justificAndose asi esta divergencia en las bacterias.

Por todo lo expuesto e interpretado, se rechaza la hipétesis planteada, en el que se
afirma que las bacterias coliformes Escherichia coli, Klebsiella sp y Enterobacter sp
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aisladas a partir de muestras de aguas de la laguna de oxidacién Espinar, poseen
respuestas diferentes de resistencia y sensibilidad a los antibidticos cefalexina,

cloranfenicaol, ceftriaxona, cefataxima y eritromicina.

4.2 Resistencia a los metales pesados Pb, Hg y Cd en bacterias coliformes
Escherichia coli, Klebsiella sp, Enterobacter sp aisladas de muestras de aguas

de la laguna de oxidacion Espinar

4.2.1 Evaluacion en Escherichia coli

Escherichia coli, resulté tener resistencia a los metales experimentados (Pb, Hg y Cd) a
concentraciones de 1, 10, 30 y 50 mg/L del metal. Esta bacteria fue un tanto sensible a
concentraciones elevadas (10, 30, 50 mg/L) de Pb, Hg y Cd, disminuyendo el crecimiento
de colonias en los medios de cultivo. EI promedio de recuento de colonias de las
bacterias Escherichia coli, fueron mayores en medios de cultivo conteniendo Pb, los
cuales oscilaron entre 3286 UFC/mL en soluciones de 1 mg/L de Pb disminuyendo a
1230 UFC/mL en soluciones de 50 mg/L; a continuacién, se ubica en los medios de
cultivo conteniendo Cd con 2250 UFC/mL en soluciones de 1 mg/L, reduciéndose el
recuento a 1070 UFC/mL en soluciones de 50 mg/L; y frente a Hg, oscilé6 entre 950
UFC/mL a 1 mg/L, bajando a 560 UFC/mL. Estos resultados nos hacen afirmar que

serian resistentes al Pb y Cd y levemente resistentes al Hg (Tabla 6).
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Tabla 6. Resistencia a los metales pesados en bacterias Escherichia coli (n=3), aislados
de las aguas residuales de la zona de estudio, en diferentes concentraciones de metales
pesados, durante los meses de octubre y diciembre 2016.

] Recuento de colonias (UFC/mL)
Concentraciones

del metal T H Cd
1 mg/L 3286 950 2250
10 mg/L 2580 830 1738
30 mg/L 1790 723 1387
50 mg/L 1230 560 1070

Al evaluar los recuentos de colonias (UFC/mL) de la bacteria Escherichia coli, frente a los
metales pesados, presenté diferencia estadistica significativa (Fc = 5.86; gl = 2; P =
0.0234), siendo mayor en medios de cultivo con Pb, seguido de Cd y finalmente Hg,
presentando promedios de recuentos de colonias de 766 UFC/mL frente al Hg, 1611
UFC/mL frente al Cd y 2222 UFC/mL frente al Pb. Estos resultados fueron transformados

a raiz cuadrada en el software estadistico Infostat version libre (Figura 5).
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Figura 5. Promedios de los recuentos de colonias (UFC/mL) de Escherichia coli frente a
metales pesados, durante los meses de octubre a diciembre del 2016 (datos

transformados a raiz cuadrada).

4.2.2 Evaluacién en Enterobacter sp

Enterobacter sp, resulto tener resistencia a los metales experimentados (Pb, Hg y Cd) a
concentraciones de 1, 10, 30 y 50 mg/L del metal. La bacteria fue un tanto sensible a
concentraciones elevadas (10, 30, 50 mg/L) de Pb, Hg y Cd, disminuyendo el crecimiento
de colonias en los medios de cultivo. EI promedio de recuento de colonias de las
bacterias Enterobacter sp, fueron mayores en medios de cultivo conteniendo Pb, los
cuales oscilaron entre 2016 UFC/mL en soluciones de 1 mg/L disminuyendo a 1564
UFC/mL en soluciones de 50 mg/L; a continuacion, se ubica en los medios de cultivo
conteniendo Hg con 1932 UFC/mL en soluciones de 1 mg/L, reduciéndose el recuento a
1616 UFC/mL en soluciones de 50 mg/L; y frente a Cd, oscilé entre 1800 UFC/mL a 1

mg/L, bajando a 930 UFC/mL. Estos resultados nos hacen afirmar que serian resistentes
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al Pb y Hg y levemente resistentes al Cd (Tabla 7).

Tabla 7. Resistencia a los metales pesados en bacterias Enterobacter sp (n = 3), aislados
de las aguas residuales de la zona de estudio, en diferentes concentraciones de metales
pesados, durante los meses de octubre y diciembre 2016.

Recuento de colonias (UFC/mL)
Concentraciones

del metal Pb Hg Cd
1 mg/L 2016 1932 1800
10 mg/L 1860 1748 1080
30 mg/L 1780 1716 1010
50 mg/L 1564 1616 930

Al evaluar los recuentos de colonias (UFC/mL) de la bacteria Enterobacter sp frente a los
metales pesados, esta presentd diferencia estadistica significativa (Fc = 6.20; gl = 2; P =
0.0234), siendo mayor en medios de cultivo con Pb, seguido de Hg y finalmente Cd,
presentando promedios de recuentos de colonias de 1205 UFC/mL frente al Cd, 1753

UFC/mL frente al Hg y 1805 UFC/mL frente al Pb (Figura 6).
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Figura 6. Promedios de los recuentos de colonias (UFC/mL) de Enterobacter sp frente a

metales pesados, durante los meses de octubre a diciembre del 2016.

4.2.3 Evaluacion en Klebsiella sp

Klebsiella sp, resultd tener resistencia a los metales experimentados (Pb, Hg y Cd) a
concentraciones de 1, 10, 30 y 50 mg/L del metal. Esta bacteria fue un tanto sensible a
concentraciones elevadas (10, 30, 50 mg/L) de Pb, Hg y Cd, disminuyendo el crecimiento
de colonias paulatinamente en los medios de cultivo. El promedio de recuento de colonias
de las bacterias Klebsiella sp, fueron mayores en medios de cultivo conteniendo Pb, los
cuales oscilaron entre 1996 UFC/mL en soluciones de 1 mg/L disminuyendo a 1152
UFC/mL en soluciones de 50 mg/L; a continuacién se ubica en los medios de cultivo
conteniendo Hg con 1450 UFC/mL en soluciones de 1 mg/L, reduciéndose el recuento a

837 UFC/mL en soluciones de 50 mg/L; y frente a Cd, oscil6 entre 704 UFC/mL a 1 mg/L,
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bajando a 232 UFC/mL. Estos resultados nos hacen afirmar que serian resistentes al Pb

y Hg y levemente resistentes al Cd (Tabla 8).

Tabla 8. Resistencia a los metales pesados en bacterias Klebsiella sp (n = 3), aislados de
las aguas residuales de la zona de estudio, en diferentes concentraciones de metales

pesados, durante los meses de octubre y diciembre 2016.

. Recuento de colonias (UFC/mL)
Concentraciones

del metal

Pb Hg Cd
1 mg/L 1996 1450 704
10 mg/L 1818 1246 550
30 mg/L 1546 978 368
50 mg/L 1152 837 232

Al evaluar los recuentos de colonias (UFC/mL) de la bacteria Klebsiella sp frente a los
metales pesados, esta presento diferencia estadistica significativa (Fc = 16.21; gl = 2; P =
0.001), siendo mayor en medios de cultivo con Pb, seguido de Hg y finalmente Cd,
presentando promedios de recuentos de colonias de 464 UFC/mL frente al Cd, 1128

UFC/mL frente al Hg y 1628 UFC/mL frente al Pb (Figura 7).
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Figura 7. Promedios de los recuentos de colonias (UFC/mL) de Klebsiella sp frente a

metales pesados, durante los meses de octubre a diciembre del 2016.

Las bacterias evaluadas en esta investigacion, presentaron crecimientos en medios de
cultivo conteniendo metales pesados en 1, 10, 30 y 50 mg/L de Pb, Hg y Cd,
respectivamente. Estos resultados concuerdan con lo afirmado por Martinez et al.
(2010), quienes evaluaron cepas bacterianas aisladas del rio Almendares (Cuba) que
presentaban resistencia a Pb y Cr en concentraciones de 0.5, 1 y 1.5 mM; Soto et al.,
(2010), determinaron que las bacterias de los géneros Micrococcus sp y Pseudomonas
sp, fueron resistentes a Cr, Pb y Hg en concentraciones de 0.005, 0.049 y 0.001 mg/l
respectivamente; Panigatti et al. (2012), demostré que Escherichia coli desarrollé
crecimiento en distintas concentraciones de Cr hasta 200 mg/L; Mufioz et al. (2012),
quienes afirman que la bacteria Klebsiella sp, aislada de muestras de agua residuales,
fue capaz de sobrevivir en concentraciones de Pb, Zn y Ag; Moraga et al. (2003), quienes
reportan la resistencia de bacterias Gram negativas de los géneros Pseudomonas y

Alcaligenes, aisladas de la bahia de Iquique en presencia de Pb, Cu y Ni.
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La resistencia que exhibieron en esta investigacion Escherichia coli, Enterobacter sp y
Klebsiella sp, a Pb, Hg y Cd, se atribuye probablemente a que el agua de las zonas
muestreadas (proximidades de la laguna e isla Espinar de Puno), posea la presencia de
estos metales en el sedimento y el agua, y la exposicion de las bacterias a estos
quimicos, permitiria la seleccion de microorganismos recientes entre la poblacion
microbiana de ese ecosistema acuético, con capacidad de tolerar sus efectos nocivos

(Martinez et al., 2010), proliferando bacterias tal como se observa en la Figura 3.

Asi también, se corrobora con Martinez et al. (2006), quienes reportan que los
microorganismos aerobios heterotréficos, aislados de suelos contaminados, de los
géneros Arthrobacter y Bacillus, exhibieron resistencia a dos 0 mas metales, lo que
coincide con lo determinado en la investigacion; asimismo se corrobora con otras
investigaciones, en el cual las cepas de Staphylococcus, aisladas de origen clinico y de

aguas residuales, poseen resistencia a Pb (Ramirez, 2001) y Hg (Filali et al., 2000).

Otras bacterias como lo son Staphylococcus aureus, poseen resistencia a los metales
(Cd, Pby Zn); la resistencia se daria gracias a que poseen el operén cadCA del plasmido
pl25825, que le conferiria la tolerancia a los metales en bacterias Gram positivas y Gram
negativas tales como las enterobacterias estudiadas, originando diferentes mecanismos
celulares, como el uso de transportadores de membrana que expulsan al ambiente los
iones metalicos, valiéndose de modificaciones enzimaticas para cambiar el estado redox
de los elementos quimicos (Cervantes et al., 2006) y los que incorporan los iones
metélicos a la célula (Marrero et al., 2007), biotransformandolos a los metales. La
manifestacion de estos mecanismos se deberia a la fuerte presion que ejerce el ambiente
contaminado, capaz de seleccionar y modificar los organismos que habitan en contacto

con metales pesados (Martinez et al., 2010).

Por otro lado, Cervantes et al. (2006), manifiestan que Escherichia coli posee un operén
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arsABC, codificado en uno de sus plasmidos, la cual otorga un sistema de expulsion de
arsenito, que viene a ser la molécula méas téxica del As; recientemente, se logro la
clonacion del operén czcCBAD en Escherichia coli, el cual porta la informacidén genética
del complejo proteico CzcCBA, que media la resistencia a Co, Zn y Cd en la bacteria
Alcaligenes eutrophus. La expresidon de estos genes le confirid a la cepa Escherichia coli,
cierta tolerancia a estos metales (Sakurai et al., 1990). Con esta informacion, se afirma
que Escherichia coli aislada y evaluada en esta investigacion, poseeria diferentes

caracteristicas genéticas para resistir la presencia de los metales pesados.

Las bacterias Escherichia coli, Enterobacter sp y Klebsiella sp evaluadas en esta
investigacion, fueron resistentes a Pb, Hg y Cd, estos resultados probablemente se
deban a los patrones de multirresistencia presentes en las cepas, que estarian
determinados en su genotipo presente fundamentalmente en sus plasmidos, tal es el
caso de S. aureus, aislado de ambientes con elevada contaminacion por metales
pesados, favoreciendo la seleccién de cepas resistente a antibiéticos, cuando los genes
responsables de este comportamiento se encuentran en el mismo plasmido, de tal modo
que, la presencia de un solo antibidtico conduciria, a la seleccién de cepas resistentes a
otros antibiéticos y a metales (Paniagua et al., 2003), lo cual no concuerda con los
resultados de esta investigacion, debido a que las bacterias fueron resistentes a los
metales pesados pero sensibles a los antibiéticos especialmente del tipos cefalosporinas

(cefotaxima, cefalexina y ceftriaxona).

En esta investigacion, no se logré aislar a la bacteria Citrobacter sp, probablemente
debido a que, la bacteria sea muy sensible a la presencia de metales pesados u otros
contaminantes presentes en las zonas de muestreo. La informacién sobre las cepas del
género Citrobacter catalogadas como resistentes a niquel y cobalto es muy escasa, a
excepcion de Citrobacter amalonaticus y Citrobacter freundii que después de habérsele
transferido por conjugacion los determinantes de resistencia a niquel de la cepa
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Klebsiella oxytoca CCUG 15788, fue que mostré resistencia frente a 5 a 10 mmol/L de
NiCl, (Stoppel et al., 1995). En tal sentido, se afirmaria que las cepas adaptadas a las
condiciones de la bahia interior de Puno, no posean de mecanismos genéticos de
resistencia a los metales pesados y otros contaminantes que contienen las aguas

residuales de la ciudad de Puno.

La bacteria Klebsiella sp, resultdé con la mayor resistencia al Pb. Este resultado es similar
a los reportado por Mufioz et al. (2012), quienes confirman que la bacteria Klebsiella sp,
es capaz de retener en el interior de su célula 90.2 mg/g de Pb en 24 horas, con este
potencial, esta bacteria podria formar biopeliculas sobre soportes solidos, lo que
originaria la produccion de biofiltros, para la depuracién de aguas contaminadas y la

captacién de metales como Pb, Zny Ag.

Las bacterias resistentes a antibioticos en los habitats acuéticos, son influidos por la
exposicion a metales, lo cual no concuerda con los resultados obtenidos en esta
investigacion, ya que las bacterias aisladas presentaron resistencia a los metales
pesados (Pb, Hg y Cd), y carecieron de resistencia a los antibiéticos. La seleccion
indirecta de bacterias resistentes a estos antimicrobianos, inducida por metales, implica
un riesgo a la salud publica (Stepanauskas, 2005), por tanto, las bacterias de la laguna
de oxidacion y la bahia interior de Puno, se constituirian en potenciales microorganismos

productores de enfermedades resistentes a los antibiéticos.

Por todo ello, se afirma que el uso indiscriminado de antibidticos o automedicados, se
constituiria en el factor principal para la inducciébn de bacterias resistentes a los
antibioticos; pero el otro factor lo conformaria la contaminacién ambiental por metales
pesados en suelos y agua, que posteriormente favorecerian el origen de bacterias
resistentes a los antibiéticos, debido a que los genes responsables de estas resistencias
se encuentran en el mismo plasmido, ocasionando una relacion de resistencia unida
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hacia metales pesados y antibidticos (Moroga et al., 2003), la cual fue notoria a metales

pesados, mas que a antibioticos en ésta investigacion.

Pero el estudio de los microorganismos que habitan en zonas contaminadas, se plasma
en que los que toleran dichos contaminantes, pueden ser utiles en procesos de
biorremediacion. El desarrollo de plantas de tratamientos de aguas residuales requeririan
de la sobrevivencia de los microorganismos presentes, las cuales deben de poseer
elevadas resistencias a los agentes altamente inhibitorios (Soto et al., 2010; Ramirez y
Benitez, 2013; Panigatti et al., 2012), tal como sucede en la bahia interior de Puno del
lago Titicaca, por tal motivo la capacidad de las cepas bacterianas de desarrollarse en
presencia de metales pesados, serian Utiles en el tratamiento de aguas residuales
urbanas, ya que en estos procesos bioldgicos, los microorganismos estan directamente
involucrados en la descomposicion de la materia organica, donde frecuentemente los
efectos inhibitorios de éstos contaminantes es un fenémeno comun que ocurre (Filali et

al., 2000).

Después de todo lo interpretado, se infiere que se acepta la hip6tesis planteada, debido a
que las bacterias coliformes Escherichia coli, Klebsiella sp y Enterobacter sp, aisladas de
las muestras de aguas de la laguna de oxidacion Espinar, resisten la presencia de

metales pesados.
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V. CONCLUSIONES

- Las bacterias aisladas Escherichia coli, Enterobacter sp y Klebsiella sp,
presentaron sensibilidad ante los antibidticos experimentados con halos de
inhibicion mayores a 18, 20 y 21 mm en cefotaxima, cefalexina y ceftriaxona, asi
como también las tres bacterias presentaron una respuesta intermedia a
eritromicina con halos de inhibicion entre 14 y 22 mm vy tan solo Klebsiella sp
presenté una respuesta intermedia a cloranfenicol con halos de inhibicién entre

13y 17, no presentando diferencia estadistica significativa (P>0.05).

- Las bacterias aisladas Escherichia coli, Enterobacter sp y Klebsiella sp, crecieron
en medios de cultivo conteniendo 1, 10, 30 y 50 mg/L de Pb, Hg y Cd
respectivamente, presentando diferencia estadistica significativa (P<0.05), los
mayores recuentos se determinaron en presencia de Pb, Escherichia coli con
recuentos de 3286 UFC/mL, Enterobacter sp con 2016 UFC/mL y Klebsiella sp

con 1996 UFC/mL.
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VI. RECOMENDACIONES

- Realizar aislamientos de enterobacterias a partir de aguas residuales,
considerandos las caracteristicas fisicas y quimicas del agua de las zonas de
muestreo, para una mejor interpretaciéon de los resultados de evaluacion

bacteriana.

- Realizar similares trabajos, para determinar la concentracion minima inhibitoria
bacteriana de los metales pesados y antibiéticos naturales de origen vegetal y asi

determinar la tolerancia maxima de los microorganismos.

- Realizar aislamientos de enterobacterias de aguas residuales procedentes de los
hospitales, para determinar su resistencia a los antibidticos y corroborar su

resistencia a los metales pesados.
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ANEXOS

ANEXO A

Figura 8. Técnica de toma de muestra de Figura 9. Muestra de agua de la zona 1,
aguas residuales de las zonas de estudio durante los meses de octubre a
durante los meses de octubre a diciembre diciembre 2016.

2016.

Figura 10. Muestra de agua residual de la Figura 11. Muestra de agua residual de
zona 2, durante los meses de octubre a la zona 3, durante los meses de octubre
diciembre 2016. a diciembre 2016.

Figura 12. Muestra de agua residual de la Figura 13. Imagen de todos los
zona 4, durante los meses de octubre a frascos colectados listos para su
diciembre 2016. traslado al laboratorio, durante los

meses de octubre a diciembre 2016.
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ANEXO B.

Figura 14. Siembra de las muestras de

agua en placas con EMB, aisladas de la
zona de estudio durante los meses de

octubre a diciembre 2016.

. = ol B
Figura 16. Pruebas bioquimicas para la
identificacién de enterobacterias, aisladas de
las zonas de estudio, durante los meses de
octubre a diciembre 2016.

_—

Kl

Figura 18. Agar EMB con cepa pura de
Enterobacter sp, aislada de las zonas
de estudio, durante los meses de
octubre a diciembre 2016.
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Figura 15. Crecimiento de |las
enterobacterias en medio EMB segun
zonas de muestreo, durante los meses
de octubre a diciembre 2016.

Figura 17. Agar EMB con cepa pura de
Escherichia coli, aislada de las zonas de
estudio, durante los meses de octubre a
diciembre 2016.

Figura 19. Agar EMB con cepa pura de
Klebsiella sp, aislada de las zonas de
estudio, durante los meses de octubre a
diciembre 2016.
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ANEXO C.

Figura 20. Imagen de todos los antibiéticos usados en este estudio
durante los meses de octubre a diciembre 2016.

Figura 21. Imagen de las soluciones stock de cada uno de los metales
(Cd, Hg y Pb), durante los meses de octubre a diciembre 2016.

Figura 22. Imagen de la preparacion de agar APC con todas las
concentraciones (1, 10, 30 y 50 mg/L) para cada uno de los metales en
estudio, durante los meses de octubre a diciembre 2016.
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ANEXO D.

Figura 23. Fotografia de la resistencia in vitro de Escherichia coli a los antibioticos,

durante los meses de octubre a diciembre 2016.

Figura 24. Fotografia de la resistencia in vitro de Enterobacter sp a los antibioticos,

durante los meses de octubre a diciembre 2016.

Figura 25. Fotografia de la resistencia in vitro de Klebsiella sp a los antibi6ticos, durante

los meses de octubre a diciembre 2016.
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ANEXO E.

Tabla 9. Tabla comparativa de medicion de halos de inhibicién de antibiéticos y didmetros

criticos para enterobacterias (INS, 2002).

ANTIMICROBIANO CONTENIDO DEL DIAMETRO EN mm

DISCO R | | | s
PENICILINAS
Ampicilina | 10 pg | £13 | 14-16 | =17
CEFALOSPORINAS
Cefalotina 30 pg £14 15-17 18
Cefuroxima axetil (oral) 30 pg £14 15-22 223
Cefuroxima sodium (parenteral) 30 pg £14 15-17 218
Cefoxitina 30 pg £14 15-17 *18
Cefotaxima 30 pg £14 15-22 223
Ceftriaxona 30 pg £13 14-20 221
Ceftazidima 30 pg £14 15-17 *18
Cefixima 5pg £15 16-18 19
Cefpirome * 30 pg £14 15-17 *18
Cefepime 30 pg £14 15-17 18
[3 LACTAMICO/ INHIBIDOR DE BETALACTAMASA
Ampicilina/Sulbactam 10/10 pg £11 12-14 15
Amayicilina/Acido Clavulanico 20110 pg £13 14-17 18
Cefoperazona/sulbactam + 75 pg/30 pg £15 16-20 221
MONOBACTAMS
Azireonam | 30 pg | £15 | 16-21 | 322
CARBAPENEMS
Imipenem 10 pg £13 14-15 16
Meropenem 10 pg £13 14-15 16
AMINOGLUCOSIDOS
Gentamicina 10 pg £12 13-14 15
Amikacina 30 pg £14 15-16 17
QUINOLONAS
Acido nalidixico 30 g £13 14-18 319
Morfloxacina 10 pg £12 13-16 17
Ciprofloxacina 5 pg £15 16-20 221
Ofloxacina 5 pg £12 13-15 16
TETRACICLINA
Tetraciclina | 30 pg | 14 | 15-18 | 219
OTROS
Cloramfenicol 30 pg £12 1317 18
Trimetoprim/sulfametoxazol 1,25/23,75)g £10 1-15 16

* Diametros criticos adaptados del CFA - SFM, 2000 - 2001.
+ Adaptado a partir de los didmetros criticos de la Cefoperazona segun el NCCLS 2001
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