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RESUMEN

La contaminacion de los ecosistemas acuaticos en especial el rio Ramis, por la presencia
de metales pesados como plomo y mercurio, es un problema ambiental que se viene
acrecentando cada vez mas, evidencia de ello es la pérdida del ecosistema acuético y la
biodiversidad, acompafiado de la escasez de agua para la poblacion; el vertimiento de
estos compuestos toxicos por diversas causas hacia las fuentes de agua, viene generando
grandes problemas para la sociedad y la biodiversidad. La presente investigacion se
plante6 como objetivo: cuantificar mediante las unidades formadoras de colonias e
identificar cualitativamente la comunidad bacteriana de las aguas del rio Ramis, y
determinar la comunidad bacteriana de las aguas del rio Ramis, resistentes in vitro al
plomo (Pb) y al mercurio (Hg), a concentraciones de: 200, 500, 1000 y 2000 pg/ml. Se
realiz6 tres muestreos de agua, a partir de ellas se aislaron las bacterias en medio de
cultivo Agar Mueller Hinton; posteriormente la identificacion de la comunidad
bacteriana, se realizé mediante sus caracteristicas culturales, tincién Gram, prueba de la
catalasa, cultivo en medios selectivos y diferenciales, y pruebas bioquimicas para
enterobacterias: TSI, LIA, Citrato de Simmons, Urea y SIM; la resistencia se evalu6 en
el medio de cultivo con Pb y Hg a diferentes concentraciones, la cantidad de
inoculacion se hizo a través de la escala de McFarland estdndar de turbidez 0,5. Los
recuentos bacterianos de las muestras de agua fue de 1,09 x 10° UFC/ml en el borde del
afluente, de 1,58 x 10° UFC/ml a 10 cm de profundidad del agua que discurre a dos
metros del borde, y de 2,55 x 10° UFC/ml a 40 cm de profundidad del agua de esta
Gltima zona, las cuales son significativamente diferentes (p<0,0001). Se identificaron
seis géneros bacterianos: Serratia, Klebsiella, Staphylococcus, Escherichia,
Streptococcus y Enterobacter. Estas bacterias son resistentes al plomo y al mercurio en
todas las concentraciones, y los recuentos bacterianos fueron distintos en los
tratamientos, los cuales presentaron diferencia estadistica significativa (p<0,0001) entre

todos los factores.

Palabras clave: Resistencia, in vitro, comunidad bacteriana, mercurio, plomo.
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ABSTRACT

Pollution of aquatic ecosystems, especially the Ramis River, due to the presence of
heavy metals such as lead and mercury, is an increasing environmental problem.
Evidence of this is the loss of the aquatic ecosystem and biodiversity, accompanied by
the Water scarcity for the population; The dumping of these toxic compounds due to
various causes towards water sources has created major problems for society and
biodiversity. The objective of the present investigation was to quantify by means of the
colony forming units and qualitatively to identify the bacterial community of the Ramis
river waters and to determine the bacterial community of the Ramis river waters,
resistant in vitro to lead (Pb) and mercury (Hg), at concentrations of: 200, 500, 1000
and 2000 pg/ml. Three water samplings were performed, from which the bacteria were
isolated in Mdller Hinton agar medium; The identification of the bacterial community
was carried out through its cultural characteristics, Gram stain, catalase test, culture in
selective and differential media, and biochemical tests for enterobacteria: TSI, LIA,
Simmons citrate, Urea and SIM; The resistance was evaluated in the culture medium
with Pb and Hg at different concentrations, the amount of inoculation was done through
the standard McFarland 0,5 turbidity scale. The bacterial counts of the water samples
were 1,09 x 10° CFU/m at the edge of the tributary, 1,58 x 10° CFU/ml at 10 cm depth
of water running two meters from the edge, and 2,55 x 10°> CFU/ml at 40 cm of water
depth in the latter zone, which are significantly different (p<0.0001). Six bacterial
genders were identified: Serratia, Klebsiella, Staphylococcus, Escherichia,
Streptococcus and Enterobacter. These bacteria are resistant to lead and mercury in all
concentrations, and bacterial counts were different in treatments, which presented a

statistically significant difference (p<0.0001) among all factors.

Key words: Resistance, in vitro, bacterial community, mercury, lead.
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l. INTRODUCCION

Actualmente a nivel mundial el problema de la contaminacion ambiental viene
generando grandes impactos en la salud publica, en la economia y en la sociedad en
general; por tanto, la conservaciéon del medio ambiente es necesaria en estos tiempos.
Tanto el desarrollo industrial y la creciente urbanizacion han causado grandes
problemas ambientales debido al vertimiento de efluentes industriales y domeésticos en
diferentes ecosistemas de la naturaleza. El vertimiento de compuestos tdxicos y
microorganismos patdgenos, en especial las bacterias resistentes a varios quimicos que
habitan en aguas residuales, vienen a constituir la causa de la contaminacion de los

ecosistemas acuaticos, de manera especial 10s rios.

La contaminacion del ambiente con metales toxicos y radionulcleos aparece como
consecuencia de actividades humanas, principalmente industriales; sin embargo, fuentes
como la agricultura y la eliminacion de residuos también contribuyen. Estos
contaminantes son liberados en la atmdsfera y en los ambientes acuaticos y terrestres,
principalmente como particulas o solutos pudiendo alcanzar concentraciones elevadas,
especialmente cerca del sitio de descarga. Los efectos de los metales varian
considerablemente sobre el funcionamiento de los ecosistemas y son de importancia

econdmica y de salud publica (Ara et al., 2007).

Las consecuencias de la contaminacion han conllevado a la degradacién de los recursos
hidricos, a la disminucion de la calidad de las aguas disponibles para el suministro de la
poblacion, asi como para el uso agricola e industrial. Esta problematica tiene
consecuencias negativas en la salud publica, en la economia y en la sociedad en general
(Martinez et al., 2010).

Diversos estudios para determinar el efecto de los contaminantes sobre la comunidad
bacteriana se han realizado en ecosistemas impactados por estos contaminantes, donde
se observa que la resistencia bacteriana a metales suele estar también asociada con la
resistencia a antibidticos, como es el caso de la resistencia al mercurio (Moraga et al.,
2003).

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO &1[L5T Nacional del
Altiplano

En el Per(, varios afluentes presentan contaminacion con metales pesados. En Tacna,
todos los afluentes presentan este problema. De ahi la necesidad de generar mecanismos
gue permitan su descontaminacion y, por ende, la utilizacion de esta agua para el

consumo de la poblacién (Ara et al., 2007).

La regién de Puno no esta libre del problema de la contaminacién de sus afluentes y
debido a ello surge la necesidad de generar métodos que permitan su descontaminacion,
para asi obtener grandes beneficios para la sociedad, en ese sentido, para la region esto
es vital y primordial, porque cada vez acrecienta la escasez de agua por la
contaminacion de los rios y del Lago Titicaca. El rio Ramis presenta una mayor
contaminacion por metales pesados, lugar donde también existe una variable comunidad
bacteriana, que es resistente 0 que probablemente utiliza el plomo o mercurio como
fuente de energia; estas bacterias que habitan en este rio en un futuro podrian emplearse

en procesos de biorremediacion de sus aguas y solidos o sedimentos.

Por lo mencionado, en la investigacion se plantearon los siguientes objetivos:

Objetivo general

Determinar la resistencia in vitro al plomo y mercurio por la comunidad bacteriana de

las aguas del rio Ramis - Puno, Perd.

Obijetivos especificos

- Cuantificar mediante las unidades formadoras de colonias (UFC) e identificar

cualitativamente la comunidad bacteriana de las aguas del rio Ramis.

- Determinar la comunidad bacteriana de las aguas del rio Ramis, resistentes in
vitro al plomo (Pb) y al mercurio (Hg), a concentraciones de: 200, 500, 1000 y
2000 pg/ml.
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Il.  REVISION DE LITERATURA

2.1. ANTECEDENTES

Pellizzari et al. (2014), en su investigacion sobre ‘“degradacion de arsénico por
Pseudomonas aeruginosa para biorremediacion de agua (estudio preliminar)”. El
estudio tuvo como objetivo investigar la resistencia al arsénico en cultivos puros de
Pseudomonas aeruginosa, aislada de aguas subterraneas de la ciudad Presidencia Roque
Séenz Pefia, provincia de Chaco y evaluar su posible su uso para la remocion de este
contaminante presente en las aguas subterraneas. Las cepas se inmovilizaron en piedra
natural y se cultivaron en caldo de sales y 1 mgAs/I. Donde se observo la resistencia al
arsenico y la formacion de biofilm, el cual logré la interaccion entre las células, roca y
arsenico. Finalmente la remocidn de arsénico se evalud durante 3 meses y el porcentaje

de eliminacion de arsenico al final del experimento fue de 60%.

Martinez et al. (2010), en su investigacion sobre “resistencia a antibioticos y a metales
pesados en bacterias aisladas del rio Almendares”. El problema de la contaminacién
originada por los metales pesados y desechos domésticos en este rio conllevo a
investigar la existencia de bacterias resistentes a antibidticos e iones metélicos, a partir
de las muestras de agua y de sedimento del ecosistema acuatico. La resistencia a los
antibidticos para todos los géneros bacterianos fue determinada por el método de
difusion en agar (Kirby-Bauer), de igual forma la resistencia al plomo, cromo y cadmio.
Los 23 aislamientos fueron clasificados en los géneros: Micrococcus, Bacillus,
Staphylococcus, Neisseria, Acinetobacter y Pseudomonas; resultando el género Bacillus
el mas frecuente. De las cepas, el 96% resultaron ser multirresistentes a los compuestos
quimicos, al mostrar resistencia a cuatro o mas antibidticos y a los tres metales. Solo 7
cepas del total mostraron co-resistencia, que fue dada por la resistencia coexistente: en
las bacterias grampositivas a ERI, PEN, CEF, CLOR, CRO, CTX, y en las bacterias
gramnegativas a CEF, KAM, CLOR, AMIK, NOR, CRO, CTX, y a los tres metales.
Esto manifiesta la posible propagacién en el rio de cepas multirresistentes, que pueden

transferirse y diseminarse los determinantes de resistencia.

Araet al. (2007), en su investigacion sobre “resistencia y degradacion de arsénico por la

comunidad bacteriana de las aguas del rio Maure - Tacna, Per(”. Teniendo como
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objetivo determinar la poblacion bacteriana autdctona del rio Maure que tolera o que
utiliza el arsénico (As) y que en el futuro se podria emplear en procesos de
biorremediacion, para ello se realizaron seis muestreos entre los meses de agosto y
octubre de 2007, lograndose aislar 18 morfotipos coloniales con una sola morfologia
celular: bacilos grampositivos tolerantes a diferentes concentraciones de As bajo la
forma de arsenito de sodio a 100, 120, 200, 400 y 600 mg/ml. Cuatro de los morfotipos
crecieron quimioautotroficamente en medio M9 + NaAsO, (600ug/ml) a diferentes
velocidades (MA3, MAg, MAg y MA;p), lo cual significa que se trataria de diferentes
especies. Para el Per( este seria un primer reporte de bacterias acuaticas autoctonas que

utilizan arsénico como fuente de energia.

Guzman et al. (2007), en su investigacion sobre “resistencia a antimicrobianos y a
metales pesados en cepas de Escherichia coli aisladas del rio Alseseca”. Teniendo como
objetivo aislar cepas de E. coli e identificar su capacidad de resistencia a los
antimicrobianos y a los metales pesados. Para aislar las cepas de E. coli a partir de las
muestras de agua del rio Alseseca, se realizaron diluciones seriadas y se cultivaron en
McConkey y EMB incubando por 24h y luego se identificaron a través de pruebas de
laboratorio rutinarias de agar CROM y APIS. Las cepas tipificadas como E. coli se
sometieron en el método de Kirby-Bauer con el fin determinar su sensibilidad a 12
antimicrobianos, identificAndose su resistencia a 1 mg/l, 2 mg/l, 2000ppm y 3000ppm
de los metales NiCl,, NaVOs; Co0SO4 CuCl;, Na;Mo0O4-2H,0, Pb (CyH303).
Resultando 33 cepas como E. coli, donde més del 70% fueron resistentes a SXT, AM,
CB y CF. La totalidad de las cepas fueron resistentes a 1 mg/l, 2 mg/l de los metales, a

2000 y 3000ppm también fueron resistentes a excepcion en CoSQO,4 y CuCl.,.

Cervantes et al. (2006), en su investigacion sobre “interacciones microbianas con
metales pesados”, donde indican que los organismos vivos se encuentran expuestos en
la naturaleza a los metales pesados, por lo comun presentes en sus formas ionizadas.
Estos iones ejercen diferentes efectos tdxicos sobre los microorganismos. Al mismo
tiempo la exposicion a los metales, selecciona y retiene variantes microbianas que son
capaces de tolerar sus efectos nocivos. Se han identificado variados y eficaces
mecanismos de resistencia en distintas especies de bacterias, protistas y hongos. El
estudio de las interacciones de microorganismos con los metales podria ser til para

entender las relaciones de los metales toxicos con los organismos superiores como
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mamiferos y plantas. Algunos sistemas microbianos de tolerancia a metales poseen el
potencial para utilizarlos en procesos biotecnoldgicos de biorremediacion de la

contaminacion ambiental por metales toxicos o de la recuperacion de metales valiosos.

Alvarez et al. (2004), en su investigacion sobre “resistencia antimicrobiana en bacterias
aisladas de tilapias, agua y sedimento en Venezuela”. Donde se planteé evaluar la
resistencia bacteriana en tilapias silvestres y cultivadas, y determinar la concentracion
inhibitoria minima (CIM) para los antimicrobianos seleccionados. La sensibilidad se
evalud utilizando dos métodos: semi-cuantitativo de difusion a partir del disco en agar
Mdieller Hinton y cuantitativo determinando la concentracion inhibitoria minima. Por
mas que la resistencia a los antimicrobianos en las muestras evaluadas del Lago de
Valencia fue elevada (6 a 12 compuestos), se registraron variaciones en las distintas
especies, detectando multiresistencia en todas las bacterias, con una superior resistencia
en ambiente de cultivo (8 a 12 compuestos) que en ambiente natural. Un compuesto que
se usa ampliamente en la acuicultura y que carece de importancia en salud publica es el
acido oxolinico, este parece ser el mas util en inhibir el desarrollo de estas bacterias
logrando una CIM en el rango de 0,5-10 pg/ml. La elevada resistencia y los amplios
valores de CIM resultantes, destaca y recomienda que el uso de antimicrobianos se deba
realizar en forma responsable con un estudio previo de resistencia in vitro, asi evitar la

seleccion de cepas bacterianas resistentes.

Moraga et al. (2003), en su investigacion sobre “resistencia a metales pesados en
bacterias aisladas de la Bahia de Iquique”. Con el fin de estudiar la resistencia a metales
pesados en bacterias aisladas de la bahia de Iquique, en las coordenadas (20°10°S-
70°08’W). Se seleccionaron 43 cepas y se cultivaron en agar PCA suplementado con
CuSO, (800 pg/ml™). Donde se determinaron las concentraciones inhibitorias minimas
de los metales pesados: Pb, As, Ni, Cu, Hg, Zn, Cr y Cd en las cepas donde hubo
crecimiento en este medio. También se determinaron los patrones de resistencia a estos
metales asi como la susceptibilidad a distintos antibiéticos. La totalidad de cepas
analizadas fueron bacterias gramnegativas no fermentadoras, principalmente del género:
Pseudomonas y Alcaligenes. Se hallaron niveles variables de resistencia a los metales
pesados. Obteniéndose la evidencia de una relacion entre la resistencia a los metales

pesados y la resistencia a los antibidticos ensayados.
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Paniagua et al. (2003), en su investigacion sobre “resistencia a antibioticos y metales
pesados en cepas clinicas de Staphylococcus aureus”. Teniendo como objetivo
determinar la resistencia a antibi6ticos y metales pesados de 150 cepas clinicas de
Staphylococcus aureus, que fueron aisladas de pacientes infectados del area de
Tlalnepantla, Estado de México. Se determind por el método de Kirby-Bauer la
susceptibilidad a 12 antibioticos. Las concentraciones minimas inhibitorias (CMI) del
plomo, cromato, mercurio, cadmio y arsenato fueron determinadas por el método de
dilucion en placa. La resistencia a antibioticos fueron: 94% de ampicilina y penicilina,
92% de ceftazidima, 73% de eritromicina, 57% de pefloxacina, 40% de cefotaxima y
tetraciclina, 36% de dicloxacilina, 32% de trimetoprim con sulfametoxazol, 24% de
gentamicina, 10% de cefuroxima y 7% de cefalotina. La CMI del plomo tuvo una
distribucion bimodal con 2.6% de cepas de mediana sensibilidad (CMI=200 pg/ml) y
97.4% de cepas resistentes (CMI=800-3200 pg/ml). Todas las cepas fueron sensibles al
cromato (CMI=375 pg/ml) y resistentes al mercurio (CMI>20 pg/ml) y al cadmio
(CMI>50 pg/ml). De las cepas un 26% fue sensible al arsenato (CMI1=200-400 pg/ml) y
un 74% fue resistente (CMI1=800-1600 pg/ml). Los patrones de resistencia a antibioticos
y metales pesados en su mayoria incluyeron a la penicilina, ampicilina y ceftriaxona, asi
como al plomo, mercurio, arsenato y cadmio. Los resultados obtenidos manifiestan la
elevada resistencia de las cepas de Staphylococcus aureus a los principales antibiéticos
de eleccion y demuestran que la contaminacion ambiental causada por los metales
pesados, o también el mal uso de los antibioticos, actian como factor de seleccion para

ambos fenotipos de resistencia.

Cafiizares (2000), en su investigacion sobre “biosorcion de metales pesados mediante el
uso de biomasa microbiana”. Donde indica que la utilizacion de microorganismos como
biosorbentes de metales pesados ofrece una alternativa potencial a los métodos que
existen para la destoxificacion y recuperacion de metales toxicos o valiosos que estan
presentes en aguas residuales industriales. Varias levaduras, hongos, algas, bacterias e
incluso cierta flora acuatica poseen la capacidad de concentrar metales y de acumularlas
dentro de la estructura microbiana. En la actualidad los procesos biotecnolégicos mas
eficaces utilizan la biosorciéon y la bioprecipitacion, pero cabe resaltar que procesos
tales como la union a macromoléculas especificas podrian tener un potencial en el
futuro. Las tecnologias que utilizan estos procesos son por lo comin usadas para el

control de la contaminacién de diversas fuentes.
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Zelibor et al. (1987), en su investigacion sobre “ensayos de resistencia bacteriana a
arsénico en el pozo de monitoreo de agua por el método de recuento viable directa”.
Donde indican que para los patrones de resistencia de metales pesados se utilizd
aislamientos de pantalla para la resistencia a una variedad de sales de metales pesados.
Con discos de concentracion 0,7 cm en blanco. Se impregnaron con 0.2 ml de una
solucion de sal, se secaron, y se colocaron en placas de agar Miueller Hinton
previamente extendido con una suspension de las cepas a ensayar. Las placas se
incubaron durante 48 horas a 25 °C. La zona de inhibicién producida por la sal se midio
y se anotdé como muy resistente (<2,0 mm), moderadamente resistente (2,0 a 10,0 mm),
o sensible (> 10,0 mm). Las soluciones de sales de metales pesados se prepararon y se
filtraron a (0,2 pum tamafio de poro) antes de su uso. Las sales incluyen NaHAsO, -
7H,0 (0,1 M), CdCl; (0,001 M), CuSQO, - 5H,0 (0,16 M), HgCl, (0,001 M), MnSOy, -
H,0 (1,0 M), y Pb (C;H30,)2 (0,1 M) en EDTA equimolar.

2.2. MARCO TEORICO

2.2.1. Metales pesados

La persistencia en el ambiente de los metales genera una problemética especial. A
diferencia de los contaminantes organicos, los metales no pueden degradarse ni
bioldégicamente ni quimicamente en la naturaleza, son elementos quimicos que el
hombre no crea ni destruye (Sanchez, 2011), los metales pesados son conocidos como
potencialmente contaminantes y devastadores, ya que son estos los que contaminan el
aire, el agua y la tierra que son utilizados principalmente por las plantas y todos los

demas eslabones de las cadenas troficas (Toro, 2013).

Desde el inicio de la era industrial, los metales han penetrado de manera lenta en el
ambiente, ocasionando que se acumulen progresivamente en suelos, sedimentos y aguas
superficiales. Constituyen el 75% de los elementos conocidos, estan caracterizados por
ser buenos conductores del calor y la electricidad, tienen alta densidad, y son solidos en
temperaturas normales (excepto el mercurio). Ademas pueden formar aleaciones entre si
y son ampliamente utilizados, por ejemplo, en la fabricaciébn de automoviles,
computadoras, la construccion de autopistas, puentes, etc., asi como en la produccion de

electrodomésticos, y material de laboratorio. Se encuentran en forma de elementos
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nativos (mineral, geoldgico) o también son producto de actividades antropogénicas

(fungicidas, mineria y fundicion, industrias plasticas, y deshechos) (Griet, 2006).

La designacion de metal pesado no estd muy bien definida, pudiéndose encontrar
diversos criterios para clasificar este tipo de contaminantes, empleando el criterio de
densidad se puede considerar como metal pesado aquellos metales con una densidad
superior a 4,5 g/cm®, mientras que si tenemos en cuenta el peso atémico se denomina
metal pesado a aquellos elementos quimicos que poseen un peso atbmico comprendido

aproximadamente entre, el del cromo (51,99) y el del plomo (207,19) (Sanchez, 2011).

De acuerdo a su interrelacion con los seres vivos, se distinguen dos grupos dentro de los
metales pesados. Un grupo de oligoelementos o micronutrientes las cuales se requieren
en pequefias cantidades para el funcionamiento de sistemas enzimaticos, dentro de los
que se encuentran el Cobre, Hierro, Selenio y Zinc, entre otros, que a su vez pueden ser
toxicos si se incrementa la concentracion a la cual se exponen los organismos. El otro
grupo son los metales pesados sin funcion biolégica conocida, los cuales pueden
originar efectos toxicos a partir de determinadas concentraciones; este grupo tiene la
propiedad de ser persistentes en el ambiente y bioacumularse, haciendo que su
concentracion en un organismo vivo, tienda con el tiempo, a sobrepasar la
concentracion del elemento en el ambiente; en este grupo se encuentran el Arsénico,
Cadmio, Cromo, Plomo, Mercurio y Talio. El potencial de toxicidad de estos ultimos
depende de su capacidad de combinarse con diferentes tipos de moléculas, sobre todo
las que cuentan con grupos sulfhidrilos en su estructura. Es importante aclarar que
aunque los términos metales pesados y metales tdxicos se utilicen como sindnimos, solo

algunos de los metales pesados son toxicos (Goyer, 1997).

La toxicidad que presentan estos metales no esenciales radica, generalmente, en que
presentan actividad cancerigena y mutagénica, envenenamiento, asi como en la
reduccion de la actividad de alguno de los drganos vitales. Los metales pesados
presentan una cualidad especial debido a que no son biodegradables, esta es su
capacidad de bioacumulacién en los organismos vivos. La importancia de este
fendmeno es debida a que en muchos casos lo que hace téxicos a los metales pesados no
son, en general, sus caracteristicas esenciales, sino las concentraciones en las que

pueden presentarse (Sanchez, 2011).
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2.2.1.1. Metales pesados presentes en aguas y sedimentos

Los metales en el transcurso de su vida Util estan sujetos a corrosion y desgaste, lo que
produce las pérdidas al ambiente. La mayoria de los contaminantes metalicos llegan a
alcanzar a las aguas superficiales y subalveas. Los residuos de muchas operaciones
industriales que contienen metales se encuentran en forma liquida y alcanzan
rdpidamente las aguas naturales. Ademas, se liberan al aire cantidades significativas de
muchos metales que son nuevamente transportados por la lluvia a la superficie terrestre.
La escorrentia agricola, el alcantarillado doméstico y los residuos mineros también
contribuyen a las concentraciones de metales que se encuentran en las aguas naturales.
Los metales pesados se encuentran presentes en los sistemas acuosos a muy escasa
concentracion, por lo que son denominados elementos traza, pero a pesar de esta baja
concentracion, y debido a su poder de bioacumulacion, es muy importante poder
conocer y controlar de forma rigurosa los niveles en los que se encuentran estos
contaminantes en los medios acuosos, principalmente en las aguas de consumo
(Sanchez, 2011).

Existen muchas definiciones del término de “metales pesados”, y todos los elementos
metalicos de interés econdmico, por lo tanto, también los de interés minero entran
practicamente en esta categoria (Oyarzun e Higueras, 2009); la mayoria de los metales
pesados son los de interés industrial y econdmico, lo cual hace que las principales
fuentes antropogénicas sean las actividades de mineria, fundicién y refinado, que
implican extraer los metales de sus menas en los depositos subterrdneos ',
posteriormente, fundirlos y refinarlos hasta la obtencidén y conversion en bienes de
consumo que después de usados se desechan (Sanchez, 2011). Una de las actividades
industriales mas peligrosas desde el punto de vista de la contaminacion es la mineria,
debido a la inmensa cantidad de residuos que se generan y a los elementos que los
conforman, estando principalmente compuestos de &cidos y metales muy toxicos para
los organismos vivos. Ademas, pese a que su origen suele estar localizado como una
fuente puntual, el efecto de la contaminacidn asociada a este tipo de actividad puede

extenderse lejos de dicha fuente (Mendiguchia, 2005).

En los sistemas acuéaticos continentales como rios, lagos, embalses, etc., los metales

pesados estdn presentes como producto de la accion de procesos naturales y
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antropogeénicos. Asi, se diferencia entre un origen natural de metales pesados y otro
antropogeénico; si bien en la practica la distincion entre una contaminacién de origen
industrial, doméstico o natural y la que es producida por actividades mineras resulta

muy dificil de distinguir (Rosas, 2005).

La presencia de mercurio en los cuerpos de agua en la cuenca del rio Ramis, se debe
especificamente a la actividad minera desarrollada en la zona, ya que no existe indicios
de presencia natural de minerales que contengan este elemento caso del cinabrio (HgS)
en la zona. El Hg por su peso especifico y atraccion por el oro, es utilizado como
insumo principal para la recuperacion de oro mediante el proceso de amalgamacion
(Comision Multisectorial para la Prevencion y Recuperacion Ambiental del Lago
Titicaca y sus Afluentes, 2014).

En los estudios sobre contaminacion por metales pesados en sistemas acuéticos, los
sedimentos constituyen un material primordial para conocer el nivel de contaminacion
de una determinada zona (Chen et al., 1996). Estos actdan como sumideros de
contaminantes y cuando cambian las condiciones ambientales se transforman en una
importante fuente de metales que pueden ser incorporados por la biota (Ahumada y
Contreras, 2002). El efecto puede mostrarse aun mas significativo para los organismos
benténicos debido a que viven en asociacion con los sedimentos superficiales
contaminados. No obstante, en muchos casos los metales también se acumulan en los
niveles mas altos de la cadena tréfica, incluyendo a los peces y el hombre (Romero et
al., 2000).

Por si mismos los sedimentos se constituyen un reservorio natural de metales pesados
(Gonzélez et al., 2004), son considerados excelentes absorbentes de contaminantes,
actlan como portadores y posibles fuentes de contaminacion, debido a que los metales
pesados no se quedan de manera permanente y pueden ser liberados a la columna del
agua por cambios en las condiciones ambientales tales como pH, potencial redox,
oxigeno disuelto o la existencia de quelatos organicos (Almeida et al., 2010). Las
actividades humanas originan vertidos de diferentes tipos, que en los sedimentos
fluviales aumentan la concentracion de metales pesados. De acuerdo a su forma de
asociacion, los metales son susceptibles o no de poder solubilizarse durante las

modificaciones fisicoquimicas estacionales como estiaje, crecida, etc., (Rosas, 2005).
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En los sedimentos, la concentracion de metales pesados no solo depende de fuentes
antropogeénicas y litogénicas, sino también del contenido de la materia orgénica, de las
caracteristicas textuales, de la composicion mineraldgica y del ambiente deposicional
sedimentario. Por ello, los contenidos de metales en muestras de sedimentos tomadas en
puntos muy préximos, pueden presentar mucha diferencia, siendo responsable principal

de tales discrepancias la textura del sedimento (Usero et al., 1997).

En los cuerpos de agua en la cuenca del rio Ramis, el mercurio es un elemento que se
hace presente con valores por debajo de los Estandares de Calidad Ambiental para agua;
ECA-Categoria 3, correspondiente para riego de vegetales y bebida de animales (0,001
mg/l) y con valores normales de los ECA-Categoria 4, correspondiente para la
conservacion del ambiente acuatico (0,0001 mg/l), (Figura 1). ElI plomo es otro
elemento que también se hace presente con valores elevados por encima de los ECA-
Categoria 3 (0,05 mg/l) y Categoria 4 (0,0025 mg/l), (Figura 2).

CALIDAD DE AGUA CUENCA RAMIS MERCURIO TOTAL [Hg] mg/L
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Mercurio Total [Hg] mg/L

0.0000 195R 185R 185R 195R 195R 195R 195R 195R 18R 018R | M79R | 0178R 196R 196 P4 019R 019R 18R 183R
ANAN | GRAN1 | GRAN2 | CRUC1 | CRUC2 | CRUC3 | CRUC4 | CRUCS | AZAN1 | AZAN2 | RAMI1 | RAMI2 | ANTA3 NUND | RJORA | GRAN | PUCA2

‘-‘ Mercurio [Hg] Totalmg/L 21/08/2013 00002 | 00005 | 00004 | 00003 | 00001 0.0001 0.0001 | 00001 00001 | 0.0001 0.0001 00001 | 0.0001 0.0001 | 00001 0.0001 00001 | 0.0001
‘— ‘ ECAAgua-Cat 4y 3 Mercurio [Hg] Totalmg/L | 0.001 0001 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001 0001 0001 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001 000 0001 0001 0.001

Figura 1. Calidad de agua superficial en la Cuenca Ramis, mercurio (Hg) mg/I.

CALIDAD DE AGUA CUENCA RAMIS PLOMO [Pb] mg/L
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RITI SILLA | RINC | CABL| LUOR | ANAN | GRAN1 | GRANZ| CRUCY| CRUCZ| CRUC3 | CRUCA| CRUCS [ AZAN 1 [ AZAN2 | RAMI1 | RAMI2 | ANTA3 | P4 | NUNO | RJORA | GRAN | PUCA2

|-| Pieme [PB] mg'L 21082013 o011 0.242 | 0.002 | 0.005 | O.116 0.880 0.283 0.194 0.076 0.064 0.013 o013 0.015 0015 0.008 0.005 0.005 0002 | 0.002 | 0001 0.001 0.000 0.040
| | ECA Agua-Cat. 3 Plomo [Pi] mgiL 0.05 0.05 005 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 005 0.05 0.05 0.05 0.05 005 | 005 | 005 005 0.05 0.05

Figura 2. Calidad de agua superficial en la Cuenca Ramis, plomo (Pb) mg/I.
Fuente: Comision Multisectorial para la Prevencion y Recuperacion Ambiental del Lago Titicaca y sus
Afluentes, 2014.
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2.2.2. ElPlomo

El plomo es un elemento quimico de nimero atdbmico 82 y su peso atdmico es de
207,19. Se encuentra clasificado dentro de los llamados metales pesados con una
densidad relativa de 11,4 g/ml. Posee la capacidad de combinarse con los atomos de
otros elementos, esto es determinado por los estados de oxidacion 2 'y 4 Pb(1l) y Pb(IV),
de los cuales el estado de oxidacién dos, es el mas estable, y por lo tanto; el que se
presenta en gran porcentaje en la naturaleza. Su punto de ebullicion y punto de fusion se
observa a 1.725°C y 328°C respectivamente. Es un metal blando, ductil, maleable, muy

resistente a la corrosion y pobre conductor de electricidad (Sanchez, 2011).

De los principales elementos metalicos que ocasionan dafio a la salud es el plomo. Este
metal produce riqueza econOmica tanto en la actividad minera como industrial
(Lacasana et al., 1996). El plomo en la naturaleza no se presenta habitualmente en su
estado elemental, sino forma parte de minerales como: la galena (PbS), la cerusita
(PbCO3) vy la anglesita (PbSO,), entre otros. Asimismo existen humerosos compuestos
inorganicos en cuyas estructuras esta presente el plomo, ejemplo de estos compuestos
son los acetatos, bromatos y oxalatos (Sanchez, 2011). Es el elemento pesado mas
comun, registrando 13 mg/kg de la corteza terrestre, en la naturaleza existen distintos
is6topos estables incluyendo en orden de abundancia, “®Pb, 2®Pb, *’Pb, y 2**Pb (Lead

Environmental Aspects, 1989).

Es poco resistente el plomo metalico al ataque de los &cidos sulfurico y clorhidrico, y se
disuelve en &cido nitrico con lentitud. En condiciones habituales el plomo metélico es

pobremente soluble en agua (Bradl, 2005).

En los ultimos afios, los paises de Australia, Estados Unidos, China, Canada,
Kazajistan, Perd, México, Suecia, Republica de Sudafrica, Corea del Norte y Rusia, en
orden decreciente son los principales productores de plomo en el mundo. El 11,4% de la
produccion mundial de plomo contribuye América Latina y el Caribe, teniendo en
cuenta que el Perl y México son los productores mas importantes. Este metal ha sido
asociado con la civilizacion desde que se comenzd la practica de la metalurgia (Mielke
y Reagan, 1998).
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2.2.2.1. Origen de la contaminacion por Plomo

En la corteza terrestre la distribucion del plomo es muy abundante debido a que se
encuentra formando parte de abundantes estructuras. Sin embargo, una consecuencia
directa de los maltiples usos industriales del elemento es su aumento y acumulacién en
el medio ambiente, debido a que el hombre ha usado este metal desde hace unos 6000
anos, lo que ha dado lugar al origen de un ciclo no natural del plomo. Debido a ello, el
plomo se distribuye por suelo, agua y atmdsfera; en ocasiones lo hace en
concentraciones superiores a las que son recomendadas (Sanchez, 2011). Actualmente
el mundo atraviesa por un proceso de rapido desarrollo en los distintos campos de las
actividades humanas, entre ellas las agricolas e industriales, los gobiernos de todo el
mundo también estan conscientes del potencial de contaminacién ambiental asociado a
dicho desarrollo (Mora, 2002).

En forma de carbonatos y sulfuros se suele encontrar al plomo en la corteza terrestre.
Este metal es muy utilizado por el hombre como aditivo de combustibles (gasolinas), si
bien su uso esta en continuo declive debido a su incremento en el ambiente (al plegarse
englobado en los humos del quemado de estos combustibles) y a su poder toxicoldgico.
Se utiliza también en la fabricacion de baterias, fabricacion de pinturas, como aislante

de radiaciones ionizantes y en formulaciones de pesticidas (Marin, 2003).

En la actualidad, aproximadamente el 35% del plomo se emplea para fabricar baterias
de automdviles; y, debido a su importancia cuantitativa, el segundo uso del plomo es su
incorporacion al cristal de los monitores de ordenador y las pantallas de television, con
la funcion de poder absorber radiaciones perjudiciales. EI amplio espectro de usos del
plomo en la industria incluye ademas la fabricacion de pinturas, barnices para
cerdmicas, diversos cosmeéticos, tetraetilplomo para elementos de la construccién, la
fabricacion de tuberias de plomo y como componente de combustibles, entre otros
muchos usos mas. Estas dos Ultimas aplicaciones mencionadas son las causas mas
comunes de contaminacion de aguas por plomo, asi como las baterias gastadas de los

automoviles (Moreno, 2003).

Otra de las fuentes que es comUnmente olvidada es la actividad de caza y pesca, en

Espafa se estima que la caza y el tiro son responsables de difundir anualmente cerca de
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6000 toneladas en el ambiente relativamente baja a comparacion de las 60 000 toneladas
anuales que difunde Estados Unidos. La pesca deja en las zonas acuaticas unas 100
toneladas mas cada afio en Espafia. Si consideramos en cuenta estos valores a nivel
global y los comparamos con los 300 millones de toneladas que se estima que los
humanos a lo largo de la historia hemos extraido, podemos observar como una cantidad
significativa de este plomo se encuentra como contaminante en el medio ambiente
(Guitart y Thomas, 2005).

2.2.2.2. El Plomo en disolucién

El plomo metalico en condiciones normales no reacciona con el agua. Sin embargo, la
reactividad con el agua aumenta cuando se pone en contacto con aire hiumedo. En la
superficie del metal se forma una diminuta capa de éxido de plomo (PbO), en presencia
de oxigeno y agua, el plomo metélico se convierte en hidréxido de plomo (Pb(OH),), lo
que origina que este pueda entrar en el agua potable a travées del deterioro de las tuberias
de plomo, muy utilizadas a nivel doméstico hasta el afio 1980; siendo su ecuacién
quimica de equilibrio: 2Pb(s) + O,(g) + 2H,0(1) — 2 Pb(OH),(s) (S&nchez, 2011).

Desde la éptica fisicoquimica, el Pb?* forma complejos de cierta estabilidad con los
nitratos, cloruros y cianuros; y, menos estables con acidos como el acético, los
orgénicos hidroxilados y el tiosulfurico. Ademas de ello, este cation moderadamente
forma sales solubles con cloruro, bromuro, yoduro, fluoruro, sulfato y carbonato. Por
otro lado, el Pb*" puede ser acomplejado en medio clorhidrico por el cloruro presente,
asi como por sulfato en medio sulfdrico relativamente concentrado mientras que el

6xido correspondiente (PbO,) presenta una baja solubilidad en agua (Marin, 2003).

En sistemas acuaticos contaminados el plomo que esta presente tiende a sedimentar y
acumularse en el fondo en forma de sulfuro, carbonato y fosfato, esto casi en su
totalidad. Sin embargo, en ocasiones una parte menor del elemento persiste disuelta en
el agua, esto viene sefialado por el pH del medio (Sanchez, 2011).
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Figura 3. Especiacion del plomo en disolucién en funcién del pH.
Fuente: Sanchez (2011).

Expuesto al aire el plomo metélico sufre en primer lugar un proceso de oxidacion
inducido por el oxigeno atmosférico, que lo transforma en hidréxido, siendo después
atacado por el CO, para dar lugar a una fina pelicula de carbonato que lo protege al
metal de posteriores corrosiones. En los ambientes salinos, o aguas saladas o salobres,
el metal reacciona con los aniones que estan presentes transformandose en sales estables
como los haluros y los sulfatos correspondientes. No obstante, estas sales pueden ser
atacadas posteriormente por aguas acidas o con reducido contenido salino (aguas
blandas) lo que podria conducir a nuevos fendmenos de corrosion en el metal. En aguas
naturales que no se encuentran contaminadas, el contenido de plomo total tanto disuelto,
coloidal y asociado a particulas, oscila entre 50 pg/l y 10 mg/l, mientras que la fraccion
de plomo disuelto no suele sobrepasar los 10 pg/l. Logicamente, si se detectan
concentraciones mas superiores de plomo sera indicativo de que el cauce natural se
encuentra contaminado por aguas residuales ricas en el metal. Ademas, en la actualidad,
téngase en cuenta que otra fuente de aporte de plomo de principal magnitud a un agua
natural es el agua de lluvia contaminada por los gases de escape de los automdviles. Sin
embargo, la concentracion normal de plomo en un agua de bebida no suele sobrepasar
los 10 pg/l (Marin, 2003).

2.2.2.3. Toxicidad del Plomo
El plomo y los compuestos de plomo son normalmente contaminantes toxicos. Las sales
de plomo Il y también los compuestos organicos del plomo desde un punto de vista

toxicolégico son considerados dafiinos. La Agencia de Control Ambiental Americana

(EPA), ha catalogado al plomo como probable carcindgeno en el hombre (grupo B2),
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(Naseri et al., 2007), y la Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer lo

cataloga como posible carcindgeno en el hombre (grupo 2B), (P.A.R.A.N., 1998).

Es un elemento no esencial desde la Optica fisioldgica, que posee caracter toxico. Es
mas perjudicial esta toxicidad frente a los organismos autoctonos de las aguas naturales
a medida que el agua presenta una menor dureza. En el ser humano, el plomo causa la
conocida enfermedad del saturnismo, que se caracteriza por la acumulacién del metal en
los huesos, y especialmente en los nervios, sistema renal e higado. El saturnismo
provoca anemia, paralisis, dolores de cabeza y alteraciones enzimaticas y en los tejidos
adiposos es en donde preferencialmente se aloja. A esto hay que sumar su carécter de
carcinogénico, tanto del metal como también de sus sales inorganicas, los cuales todos
son incluidos por la IARC en el grupo 2B (posiblemente carcindgenos por ingestion),
(Marin, 2003); la enfermedad a la que conduce la acumulacion de plomo en nuestro
organismo es conocida como saturnismo. Su eliminacion es compleja, lenta y sélo es

dable cuando los niveles de absorcion son bajos (Toro, 2013).

El plomo que se encuentra disuelto en los medios acuaticos, cuando es asimilado por un
organismo, se acumula en determinados 6rganos o tejidos. Esto se conoce, desde hace
tiempo, como el peligro de bioacumulacion del plomo, procedente de la dificultad de
excrecion del mismo (Sanchez, 2011); la eliminacion del plomo es lenta y se da
primordialmente por el rifién a través de la orina (filtracion glomerular y secrecion
tubular), otras vias de eliminacion son por las heces, sudor, saliva, bilis y exfoliacion
dérmica (Bataller, 2004).

El plomo también es considerado como metal neurotdxico que puede ser absorbido sin
esfuerzo por el cuerpo humano, en primer lugar a través del estomago y los pulmones.
Los efectos toxicos del plomo en seres humanos, en especial los nifios han sido bien
documentados, los estudios indican que los dafios neuroldgicos en nifios pueden ocurrir

a niveles de plomo en sangre tan bajos como 10 pg/dl (Yang et al., 2005).

En las plantas, el plomo limita la sintesis clorofilica. No obstante a ello, las plantas son
capaces de absorber del suelo elevados niveles de plomo, hasta 500 ppm. Cabe resaltar
que el plomo también puede ser introducido en la cadena alimenticia mediante la

absorcion por parte de las plantas. Consecuentemente, el uso de pesticidas de plomo
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estd prohibido en la mayor parte de los paises. EI plomo presente en el agua residual,
proviene principalmente de las calles, tuberia y suelos, debido a la utilizacion en
fontaneria y que todavia esta presente en construcciones antiguas (Sanchez, 2011).

Para la biota, también incluido el ser humano, el plomo es considerado un elemento no
esencial y potencialmente dafiino. La disminucion de la fotosintesis vegetal y el
desarrollo de anemia en mamiferos son provocados cuando este metal alcanza niveles
toxicos. En las plantas ademéas del efecto ya mencionado también se le atribuye la
reduccion en el crecimiento, en la biomasa y la transpiracion; adicionalmente las
lesiones cromosdmicas, inhibicion de la division celular e interferencia con enzimas

ligadas al metabolismo del nitrégeno (Cebrian, 2007).

La via de intoxicacion a través de la cadena trofica es inducida por la persistencia y
bioacumulacion del plomo en los organismos. La m&xima concentracion se da en los
huesos, que actian como lugares de almacenamiento de este metal, los 6rganos en los
que se presenta en mayor medida son en el higado, en los rifiones y en el sistema
nervioso central. Esta intoxicacion produce diversos efectos, como nauseas, vomitos,
dolores abdominales, dolor y debilidad muscular, fatiga, parestesia, espasmos, cambios
enzimaticos en la sangre, anemia, hiperactividad y desérdenes neuroldgicos; los efectos
que ocasiona en los nifios son mas graves que en los adultos, siendo los mas
caracteristicos sintomas el letargo, vomitos, mareos, irritabilidad y pérdida del apetito,
que sigue adelante hasta desembocar en ataxia y reduccion de la consciencia, y pueden
ocasionar finalmente coma y la muerte. Cabe mencionar que la intoxicacion por plomo

también afecta al desarrollo del feto (Moreno, 2003).

El plomo, al igual que el mercurio, se almacena en el cuerpo siendo lentamente
excretado. Por ello, puede atravesar la barrera placentaria desde la madre hacia el feto;
si esto ocurre, el elemento al reaccionar con los aminoacidos sulfurados puede conllevar
a dificultades en el intercambio celular de oxigeno. En este sentido, se han podido
demostrar correlaciones a través de casos de retraso mental en nifios y niveles elevados
de plomo en su sangre. De acuerdo a lo anterior, es deducible 16gico que el empleo de
plomo en la actividad humana vaya en continuo decrecimiento a partir de los afios 70
del siglo pasado (Marin, 2003).
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2.2.3. El Mercurio

El mercurio es considerado un elemento natural cuyo simbolo quimico es Hg. Esta
abreviatura proviene de la palabra griega hydrargyrum, que significa plata liquida. El
mercurio en su forma pura, es un metal blanco plateado y liquido a temperatura y
presion estandar. En diferentes contextos, al mercurio se le conoce con frecuencia como
azogue, mercurio liquido o mercurio metalico. Por otro lado, el mercurio puro se le
denomina como mercurio elemental (Weinberg, 2007); es considerado también el unico
metal que posee la propiedad de permanecer en estado liquido a temperatura ambiente,
es poco habitual que lo encontremos en la litosfera, donde constituye tan sélo el 10-4%;
a simple vista tiene color blanco plateado y muy brillante, pero en capas delgadas es

casi transparente y de color azul violaceo (Jiménez, 2005).

El mercurio es un elemento quimico de nimero atémico 80 y su peso atdmico es de
200,59. Se encuentra clasificado dentro de los Ilamados metales pesados con una
densidad relativa de 13,55 g/ml. Es considerado el Gnico metal liquido a temperatura
ambiente, debido a que presenta una temperatura de fusion de -38,8°C, siendo ademas
un elemento demasiado volatil, con una presion de vapor a 20°C de 1,22-10-3 mm.
Posee la capacidad de combinarse con los &omos de otros elementos, esto es
determinado por los estados de oxidacion 1y 2 (Hg(l) y Hg(ll)), y a pesar de que se
trata de un metal noble, se encuentra de manera estable en la naturaleza, presente en
cualquiera de sus tres estados de oxidacion. Facilmente se puede alear con otros metales
como el oro y la plata formando amalgamas. Ademéas de las diferentes formas
inorganicas, normalmente unido a oxigeno, cloro y azufre, el mercurio también se
presenta formando parte de compuestos organicos entre los que destaca el
metilmercurio por su toxicidad. Es un metal pobre conductor del calor, sin embargo es

muy buen conductor de la electricidad (Bradl, 2005).

Junto con el cadmio y zinc, el mercurio se ubica en el grupo llb de la tabla periddica.
Las caracteristicas fisicoquimicas del mercurio son: estado liquido a temperatura
ambiente y el Gnico conocido en estado liquido a 0°C., densidad elevada, calor
especifico poco elevado, liqguido muy poco compresible, tension superficial muy alta,
capacidad calorifica muy débil y capacidad de amalgamacion con otros metales. Debido

a estas caracteristicas, el mercurio posee el don de la ubicuidad. En consecuencia
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cualquier producto que se analice, ya sea natural o artificial, al menos contendra trazas

de mercurio (Espariol, 2001).

El cinabrio (HgS) es el mineral mas importante del mercurio, sus mayores reservas
mineras se encuentra en Almadén, Ciudad Real, de donde se han extraido
aproximadamente unas 200 000 toneladas de mercurio desde hace 2500 afios. El
mercurio se extrae sencillamente de la mena, que al ser calentada en el aire a
temperaturas superiores a los 540°C desprende vapor de mercurio que luego se
condensa para obtener el metal liquido (Cotton et al., 1999). En la naturaleza el
mercurio se encuentra en forma de mineral cinabrio, que viene a ser un sulfuro de
mercurio, o también se le puede encontrar principalmente en grandes bolsas de mercurio
metal. El sulfuro de mercurio es practicamente inatacable por los agentes atmosféricos
como el CO,, O, y H,0; y no ingresa en el ciclo del agua, debido a ello la incorporacién

del mercurio a las cadenas troficas por esta via es insignificante (Doadrio, 2004).

2.2.3.1. Origen de la contaminacion por Mercurio

La produccién de mercurio no solo incluye su extraccion de betas minerales
(produccion primaria), sino también de la denominada produccion secundaria que viene
a ser dada por el reciclaje, la recuperacion y la reutilizacion del mercurio en procesos
industriales. En el afio 1997, la produccion secundaria de mercurio en el mundo

constituia aproximadamente un 40% de la produccion primaria (Gaona, 2004).

En la corteza terrestre la distribucion del mercurio es abundante, se encuentra tanto en
estado elemental como combinacién en forma de sales inorganicas como en compuestos
organometalicos. Este metal se emplea desde la antigliedad méas remota, la evidencia de
mercurio liquido mas antigua se hall6 en una tumba egipcia en Kurna y data del afio
1600 a.C. Sin embargo, una consecuencia directa de los multiples usos industriales del
elemento es su aumento y acumulacion en el medio ambiente, debido a ello, el mercurio
se distribuye por suelo, agua y atmosfera e ingresa en la cadena trofica a través de los

organismos acudticos principalmente (Sanchez, 2011).

El mercurio se encuentra en la litosfera principalmente como sulfuro y en algunas minas

bajo su forma elemental de liquido. Este metal entra al medio hidrico a través de las
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emisiones volcanicas, y sobre todo, ligado a los efluentes residuales procedentes de la
produccién de cementos, fabricacién de baterias, combustion de fuel, asi como también
de la produccion de hidroxido sédico y cloro. Ademéas de ello, varios pesticidas

contienen mercurio en sus formulaciones (Marin, 2003).

En la actualidad, los usos mas principales del mercurio se encuentran en la industria
cloro-alcalina, la fabricacion de pilas, de lamparas fluorescentes y de material para
empastes dentales que ya ha sido sustituido en los paises desarrollados. Otra de las
aplicaciones mas importantes actualmente es su empleo en la extraccion de oro y plata,
debido a la capacidad que posee el mercurio de amalgamar estos metales y la facilidad
que este presenta para separarse posteriormente por calentamiento. Esta aplicacion
unido con la de la industria cloro-alcalina son las que mas problemas han causado al
medio ambiente, y también han sido la razon de innumerables intoxicaciones con fatales
consecuencias. Cabe resaltar que esta no es la Unica aplicacion del mercurio responsable
de victimas mortales, ya que la aplicacion como fungicida también ha causado
desgracias. Otras aplicaciones de importancia a destacar del mercurio son su empleo en
los termometros, para la elaboracion de espejos, en los motores de turbinas, como

detonante e incluso en la medicina como antiséptico (Sanchez, 2011).

Pese a su gran variedad de aplicaciones, las principales fuentes de liberacion del
mercurio elemental hacia el medio ambiente son los procesos naturales de
volatilizacion, principalmente a partir de depdsitos minerales y volcanes, se calcula que
estos procesos liberan a la atmoésfera aproximadamente entre 25 000 y 150 000
toneladas anuales de mercurio, el cual posteriormente se introduce al agua y al suelo
(Moreno, 2003).

Los haluros, cromatos y sulfuros son sales moderadamente solubles formados por el
Hg*. Por otro lado, los yoduros, tiocianatos y sulfuros del Hg®* también son
relativamente solubles. Ademas de ello, el Hg** puede ser capaz de generar una amplia
variedad de complejos de relativa estabilidad como los aminados, clorurados,
cianurados, bromurados, sulfurados, tiocianurados, yodurados y tiosulfurados (Marin,
2003).
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2.2.3.2. El Mercurio en disolucién

El mercurio en el aire eventualmente se asienta en el agua y en el suelo donde puede
fluir al agua. Una vez que ha sido depositado, quienes pueden transformarlo a mercurio
metilico son los microorganismos, el mercurio metilico es una forma altamente toxica
gue se acumula en los peces y los mariscos, y también se acumula en los animales que

se alimentan de los peces (Toro, 2013).

El mercurio sigue un ciclo complejo en el medio ambiente que engloba sus tres estados
de oxidacion, siendo el méas escaso de ellos el Hg(l), y se logra extender por aire, agua y

suelo, con la intervencién de procesos quimicos y bioldgicos en dicho ciclo (Moreno,

2003).
Mercuriometalico Mercurio (I} Metilmercurio Dimetilmercurio g
frd
Hg? —» Hg* < CH,HgCH, 2
A E
<
Seres vivos
(cadena tréfica)

®
> > . >
Hg® ¢—" Hg?* 4——" [CH:HJ]"——" CH;HgCH, <

F 3
K]
Hg? #—— Hg?* 4——" [CH:Hgl"¢——" CH,HgCH, g
[72]

Figura 4. Ciclo biogeoquimico del mercurio.
Fuente: Moreno (2003).

Existen una serie de vias a partir de las cuales el mercurio puede entrar en el dominio de
las aguas terrestres. EI mercurio (1) y metilmercurio pueden depositarse directamente
desde la atmosfera por via himeda o seca sobre cuerpos de agua terrestre; Hg(ll) y
metilmercurio también pueden ser incorporados a las aguas terrestres por accion de la
lluvia; por otro lado, este lavado y arrastre de mercurio desde el suelo a las aguas
terrestres puede realizarse a partir de corrientes de agua subterranea (Gaona, 2004).

En el medio acuoso coexisten diversos compuestos, desde el mercurio elemental, las

sales inorganicas de mercurio que presentan cierta solubilidad, hasta el metilmercurio
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formado por los procesos metabolicos de diferentes bacterias o por los procesos
puramente quimicos. Las formas organicas del mercurio, de manera principal el
metilmercurio son muy asimilables por los organismos vivos, por lo que cuando ya ha
sido producido ingresa en la cadena trofica sufriendo un proceso de biomagnificacion a
lo largo de ella (Sanchez, 2011).

El Hg° también puede ser producido en aguas terrestres a partir de la reduccién de
Hg(ll) a causa de los acidos humicos que estan presentes en suelos o sedimentos.
Asimismo, la demetilacion del metilmercurio puede ser llevada a cabo en presencia de
luz solar. Una parte pequefia de este Hg® permaneceré disuelto mientras que la gran
parte pasara a la atmésfera por volatilizacion (Gaona, 2004).

Por otra parte, los niveles de mercurio en aguas no contaminadas no suelen superar el
pg/l. Sin embargo, en aguas contaminadas pueden incrementarse notablemente estos
niveles, como es el caso de algunas aguas superficiales de Alemania donde se han
podido medir hasta 0,40 mg/l del metal (Marin, 2003).

El mercurio es un elemento sujeto a fenémenos de biotransformacion una vez que
ingresa al medio ambiente, lo que logra incrementar enormemente su potencial toxico.
En este sentido, el contenido de mercurio en un agua se divide entre formas inorganicas
de Hg", tales como cloruro e hidréxido de manera especial, y compuestos organicos de
Hg?* de mucho més elevado poder toxicoldgico, tales como los derivados metilados,
dimetilados y fendlicos. De este modo, el Hg* que ingresa a un agua bien oxigenada, y
sobre todo, a aguas con pH &cido (menor a 5,0) es inmediatamente oxidado a Hg**, el

cual a su vez puede reaccionar de acuerdo a dos procesos (Marin, 2003):

- Puede ser reducido completamente a mercurio elemental por algunos
microorganismos (por ejemplo varias especies de Pseudomonas) con lo cual se
evapora a la atmosfera, en donde se logra oxidar a Hg*, pasando después desde

este lugar a las aguas Yy suelos asociado a las lluvias.

- Puede formar complejos organomercuriados altamente toxicos, en especial los
denominados metilmercurio y el dimetilmercurio. Para esto, el Hg®* de un agua

gue suele estar asociado a particulas organicas o a los microorganismos, o
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inclusive englobado en los sedimentos del fondo de un cauce hidrico, logra
experimentar un fendmeno de metilacion, el cual puede discurrir tanto en aguas
con buen oxigeno como en medio andxico. En los medios oxigenados, el
proceso produce primero metionina mercurica cuya ruptura produce finalmente
los derivados mono y dimetilados. Ademas, la formacién de metilmercurio
estaria favorecida frente a la del compuesto dimetilado si el pH del agua fuese
acido.

2.2.3.3. Toxicidad del Mercurio

El mercurio es considerado uno de los mejores ejemplos de la multiplicidad de efectos
toxicos de los metales, dependiendo de la forma quimica en el que se encuentre. El
estado elemental y los compuestos organomercuriales son las principales formas en las
que presenta una importante toxicidad, de los que cabe destacar es el metilmercurio
(Sanchez, 2011). En general, el mercurio de la misma manera que el plomo, es un metal
pesado y se acumula en el organismo. Durante el embarazo, el mercurio puede llegar

hasta el bebé y causar trastornos en su desarrollo (Toro, 2013).

Tanto el mercurio como sus derivados tienen un elevado potencial toxico, pues suelen
ser rapidamente absorbidos por cualquier ser vivo. Por otro lado, debido a su muy lenta
cinética de eliminacion desde el organismo, este metal manifiesta el ya referido
fendmeno de la bioacumulacion. Esto supone que a medida que se escale en la cadena
trofica, la cantidad de mercurio acumulada en los organismos de eslabones superiores es
mas alta (Marin, 2003).

La ruta mas importante de penetracion del mercurio elemental en el cuerpo humano es
la inhalacion de vapor de mercurio. Aproximadamente el 80% del mercurio vapor que
se inhala es retenido por el organismo. Una vez que es absorbido, el mercurio elemental
se distribuye con facilidad por todo el cuerpo; es capaz de traspasar las barreras sangre-
placenta y sangre-cerebro. Posteriormente el mercurio elemental es oxidado a mercurio
inorgénico divalente por la via hidrégeno peroxidasa-catalasa, presente en la mayoria de
los tejidos. EI' mercurio divalente posee una movilidad mucho mas reducida, debido a
ello, la distribucion del mercurio elemental absorbido se encuentra limitada

principalmente por esta oxidacion (Gaona, 2004).
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La inhalacion de sus vapores es la principal via de exposicion al mercurio elemental,
causando desordenes neurolégicos y de comportamiento como labilidad emocional,
pérdida de la memoria, insomnio, temblores, modificaciones en el sistema
neuromuscular y dolores de cabeza. Se han observado también efectos en el rifion y la
tiroides, ocasionando mortalidad en altas exposiciones. Alrededor del 80% del vapor de
mercurio que se inhala es absorbido por los tejidos pulmonares, luego se disuelve en la
sangre, y se transporta al cerebro, en donde ocasiona dafos irreversibles al sistema
nervioso central, también se oxida por los glébulos rojos de la sangre almacenandose en
sus formas oxidadas en los rifiones. Por otra parte, la absorcidn intestinal de mercurio
elemental es baja y puede ser oxidada en los tejidos corporales a la forma divalente
inorganica (U.N.E.P., 2002).

Los efectos tdxicos que pueden ocurrir por la inhalacion de vapor de mercurio dafian
especialmente al sistema nervioso. Las exposiciones leves se caracterizan por la pérdida
de memoria, inestabilidad emocional como angustia e irritabilidad, insomnio, temblores
e inapetencia. A exposiciones moderadas se observan de manera mas importante los
desdrdenes mentales y las perturbaciones motoras, asi como las afecciones renales. Las
exposiciones breves, a elevados niveles de vapor de mercurio pueden ocasionar dafios
pulmonares y la muerte. Sin embargo, el empleo de cosméticos y medicamentos que

contienen mercurio también es una fuente adicional de exposicion (Cebrian, 2007).

La absorcion de mercurio metalico por ingestion es escaso (Gaona, 2004), y en lo que
respecta al metilmercurio, este se absorbe de forma muy eficiente tras su ingestion,
debido a su caréacter lipofilico se origina la absorcién de méas del 90% del metilmercurio
ingerido, ademas presenta una fuerte predisposicion a la bioconcentracion en la cadena
tréfica. Este compuesto se almacena en el cerebro, en especial en la corteza cerebral.
Los importantes efectos tdxicos en adultos son neuroldgicos, en cambio la exposicion a
este compuesto en el embarazo ocasiona la aparicion de lesiones congénitas del sistema
nervioso que causa la disrupcion de la arquitectura del cerebro. La manifestaciéon de
temblores y pérdida de sensibilidad en los dedos de las extremidades superiores e
inferiores, ataxia, pérdida de vision y audicion, neurastenia, espasmos, finalmente coma

y muerte, es debido a la neurotoxicidad del metilmercurio (Moreno, 2003).
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El mercurio inorganico resulta ser poco asimilable por ingestion, alrededor del 15% se
consigue asimilar concentrandose principalmente en los rifiones. Su forma mas habitual
es el cloruro de mercurio y sus efectos que produce son la ulceracion corrosiva del
sistema digestivo, que causa hemorragias y necrosis en el tubo digestivo, también se
incluye la insuficiencia renal generalizada, pudiendo ser estos efectos fatales en dosis
elevadas (Moreno, 2003); sin embargo, el metilmercurio que es ingerido en la dieta se
absorbe précticamente en su totalidad (mayor al 90%) y se vierte al torrente sanguineo.
El transporte y la penetracion del metilmercurio en los distintos tejidos se encuentran
facilitados por la formacién de un complejo de metilmercurio y cisteina. Este complejo
es estructuralmente semejante a la metionina, por lo que su transporte hacia el interior
de la célula es posible mediante las proteinas transportadoras de aminoacidos neutros
(Gaona, 2004).

Desde el enfoque fisioldgico, la absorcion de mercurio organico por el cuerpo es
superior al 90% del que se ingiere, por el contrario s6lo el 10% del mercurio inorgéanico
ingerido es absorbido por el organismo. La acumulacion del mercurio se da en tejidos
grasos, musculos, rifiones, huesos, cerebro y sistema nervioso, lo que provoca
alteraciones y paralisis muscular, también problemas visuales y dafios cerebrales.
Ademas, puede ocasionar alteraciones en las enzimas que estan involucradas en el
sistema circulatorio. Por altimo, la teratogénesis es el resultado final, debido a que el
proceso de division cromosomica puede ser alterado gravemente por este metal. Pese a

lo anterior, no esta catalogado como carcindgeno por la IARC (Marin, 2003).

En comparacion a los adultos los mas susceptibles al mercurio son los nifios, en ellos
puede provocar dafios en el sistema nervioso y digestivo, y ademas lesiones en el rifidn.
En el embarazo puede pasar de la madre hacia el feto, lugar en donde puede acumularse
y provocar dafio cerebral, retardo mental, incapacidad para hablar, ceguera, etc.,
también puede ser transmitido al nifio a través de la leche materna (A.T.S.D.R., 1999);
la reduccion del campo visual irreversible, dificultad auditiva, igualmente irreversible,
ataxia, paralisis y muerte son producidos por los derivados organicos. Los efectos
dependen de la dosis, los dos primeros se producen a bajas concentraciones y los
Gltimos a elevadas concentraciones del toxico; ademas son teratdgenos y afectan al feto

causando retardo mental y deficiencias neuromusculares (Doadrio, 2004).
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La Agencia de Proteccion Ambiental Americana (EPA) y la Agencia Internacional para
la Investigacion del Cancer (IARC) han establecido que el cloruro de mercurio y el
metilmercurio son posibles carcindgenos para los seres humanos (grupo 2B), de igual
modo concluyen que el mercurio metalico y los compuestos organicos de mercurio no
son clasificados en lo que respecta a carcinogenicidad para los seres humanos (grupo 3)
(Sénchez, 2011).

2.2.4. Resistencia e interacciones bacterianas a metales pesados

Dentro de la amplia diversidad microbiana, existen microorganismos resistentes y
microorganismos tolerantes a metales. Los resistentes se caracterizan por poseer
mecanismos de detoxificacion codificados genéticamente, inducidos por la presencia del
metal. En cambio, los tolerantes son indiferentes a la presencia o ausencia de metal.
Tanto los microorganismos resistentes como tolerantes son de particular interés como
captores de metales en sitios contaminados, debido a que ambos pueden extraer los

contaminantes (Vullo, 2003).

Los microorganismos estan expuestos a diversos tipos de metales y metaloides en el
ambiente, por lo que es de esperarse diversos mecanismos de interaccion especificos de
acuerdo al tipo de especie de microorganismo y de metal. A veces estos mecanismos
pueden ser en beneficio y otros en perjuicio del organismo, ya que la naturaleza de la
interaccion microorganismo-metal es compleja y variada; ésta depende de factores
como las caracteristicas de los metales, del metabolismo microbiano y de la estructura
de la pared celular (Bautista, 2008).

Las bacterias han desarrollado diversos mecanismos de resistencia para tolerar los
efectos nocivos de los metales toxicos (Silver y Phung, 2005), entre ellos se encuentran
principalmente los que involucran: a) componentes celulares que capturan a los iones,
neutralizando su toxicidad, b) enzimas que modifican el estado redox de los metales o
metaloides, convirtiéndolos en formas menos toxicas, y c) transportadores de la
membrana que expulsan las especies nocivas del citoplasma celular. Actualmente, existe
una gran cantidad de informacién sobre los genes que codifican transportadores de
metales pesados, caracterizados a niveles bioguimico y estructural, esto es gracias a la

disponibilidad de las secuencias de genomas completos (Cervantes et al., 2006).
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La resistencia a metales pesados es el resultado de la intervencion de multiples sistemas
con especificidad de sustrato diferentes, pero que comparten las mismas funciones.
Algunos de estos sistemas estan ampliamente distribuidos y contribuyen en la defensa
elemental de la célula frente a metales potencialmente dafinos, asi como frente a las
especies gque estos producen al interactuar con los componentes celulares (Brown et al.,
2006); otros estdn muy especializados y se encuentran solo en algunas especies
bacterianas, confiriéndoles la capacidad de resistencia a metales pesados (Nies, 2003).

Se ha observado que los plasmidos aislados de diferentes bacterias grampositivas y
gramnegativas codifican la resistencia a los metales pesados. Ciertos pldsmidos que
confieren resistencia a antibiéticos también contienen genes para la resistencia al
mercurio y al arsénico. EI mecanismo de resistencia varia para cada metal en concreto
(Madigan et al., 2009), es preciso mencionar que los determinantes genéticos que
codifican las proteinas involucradas en los mecanismos de resistencia a metales, se
encuentran generalmente localizados en el cromosoma bacteriano, en elementos moviles

como plasmidos o transposones o en ambos (Marrero et al., 2010).

Con relacién al mercurio, a concentraciones suficientemente altas, el Hg** y el CHsHg*
son toxicos no s6lo para los organismos superiores, sino también para los
microorganismos. A pesar de todo, algunas bacterias pueden llevar a cabo la
biotransformacion del mercurio toxico en formas no toxicas. En las bacterias
gramnegativas resistentes al mercurio, la enzima mercurico-reductasa ligada a NADPH
reduce el Hg®* a Hg® que es volatil pero no resulta toxico para los humanos ni los
microorganismos. La conversién bacteriana del Hg?* en Hg® permite convertir més
CHsHg* en Hg®* (Madigan et al., 2009).

En las bacterias gramnegativas Pseudomonas aeruginosa, los genes de resistencia al
mercurio residen en un plasmido. Estos genes, denominados genes mer, estan
organizados en un operén bajo el control de la proteina reguladora MerR (Figura 5).
MerR funciona como represor y como activador de la transcripcion. En ausencia del
Hg?*, MerR funciona como un represor y se une a la regién operadora del operén mer,
lo que impide la transcripcion de merTPCAD. Sin embargo, cuando hay Hg?*, éste
forma un complejo con MerR que activa la transcripcién del operén mer. La proteina

MerP es una proteina de unién a Hg>* periplasmica. MerP se une al Hg** v lo transfiere
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a la proteina de membrana MerT, que transporta el Hg** al interior de la célula para que
lo reduzca la mercurico-reductasa. El resultado final es la reduccién del Hg** a Hg’
(que, como ya se ha expuesto, es volatil y no es toxico) y la liberacion del Hg® desde la
célula (Figura 5b), (Madigan et al., 2009).

Proteina de unién de localizacién periplasmica

Regulacién: represion y activacion
" > Mercurico (Hg?*) reductasa

@OPTAD

L > Regulacién
Transporte

Funcién desconocida

@

i
‘ ." Membrana
@{/ Hg2* ; citoplasmatica
26 ﬁ ','
| g

.

Figura 5. Mecanismo de reduccion del Hg®* a Hg° en Pseudomonas aeruginosa. (a) EI operén mer.

MerR actiian como represor (en ausencia de Hg®") o como activador de la transcripcion (en
presencia de Hg®"). (b) Transporte y reduccién del Hg®*. EI Hg?" se une a los restos de cisteina
tanto en MerR como en MerT.

Fuente: Madigan et al. (2009).

2.2.5. Microorganismos del medio acuético

La microbiologia de las aguas se ocupa del estudio de las relaciones que mantienen los
microorganismos con su medio ambiente, dicho de otro modo con el agua; y con los
deméas organismos que se encuentran ahi presentes. Los microorganismos mas
abundantes que albergan las diferentes masas de aguas que existen en nuestro planeta
son: bacterias, cianoficeas, hongos, protozoos, algas y virus. Las bacterias y cianoficeas
de acuerdo a su estructuracion morfoldgica son células procariotas mientras que el resto,
a excepcion de los virus, son células eucariotas (Marin, 2003). La presencia de gran
cantidad de microorganismos en un cuerpo de agua indica un alto nivel de nutrientes. El
agua contaminada por sistemas de aguas cloacales o residuos organicos biodegradables

contiene una cantidad relativamente elevada de bacterias (Tortora et al., 2007).
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2.2.4.1. Caracteristicas generales de las bacterias

Las bacterias estan incluidas en el reino Monera, modernamente su clasificacion se
realiza bajo criterios de composicion de su ADN, o bien por aspectos morfologicos y es
susceptible de periodica modificacion. Son microorganismos procariotas, en general de
menor tamafio que los organismos eucariotas pero mayores que los virus. En funcién de
la naturaleza y tipo de la pared celular se agrupan en tres grandes divisiones:
micoplasmas, que no sintetizan una pared celular y sélo tienen membrana celular;
bacterias grampositivas, que sintetizan una pared celular de una capa; bacterias
gramnegativas que poseen una pared celular con al menos dos capas estructuralmente
distintas. Para clasificar las bacterias como grampositivas 0 negativas se usa un tipo de
tincién especial, la tincion de Gram, que sirve para poner de manifiesto la estructura de

la pared celular del individuo (Marin, 2003).

2.2.6. Bacterias presentes en el medio acuatico

Las bacterias que se encuentran més frecuentemente en el agua son las bacterias
entéricas que colonizan el tracto gastrointestinal del hombre y son eliminadas a través
de la materia fecal. Cuando estos microorganismos se introducen en el agua, las
condiciones ambientales son muy diferentes y por lo tanto su capacidad de reproducirse
y de sobrevivir son limitadas. Debido a que su deteccién y recuento a nivel de
laboratorio son lentos y laboriosos, se ha usado el grupo de las bacterias coliformes

como indicadores, ya que su deteccion es mas rapida y sencilla (Craun et al., 1997).

La flora bacteriana de cualquier agua la conforman dos grupos tipicos: (a) bacterias
autdctonas, con habitat en el agua y que solo pueden desarrollarse 6ptimamente aqui, y
(b) bacterias procedentes de otros bidtopos, especialmente bacterias procedentes de la
tierra. Ademas, sobre las aguas superficiales cae constantemente una lluvia de bacterias
procedentes del aire. Todas estas bacterias ocasionales Gnicamente permanecen vivas en
el agua un tiempo limitado, que si se dilata las convierte en organismos facultativos de
las aguas (Marin, 2003).

El grupo de microorganismos coliformes es adecuado como indicador de contaminacion

bacteriana debido a que estos son contaminantes comunes del tracto gastrointestinal
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tanto del hombre como de los animales de sangre caliente, estan presentes en el tracto
gastrointestinal en grandes cantidades, permanecen por mas tiempo en el agua que las
bacterias patégenas y se comportan de igual manera que los patdgenos en los sistemas

de desinfeccion (Arcos et al., 2005).

Los microorganismos que conforman el grupo de los coliformes totales; Escherichia,
Enterobacter, Klebsiella, Serratia, Edwarsiella y Citrobacter, viven como saprofitos
independientes 0 como bacterias intestinales; los coliformes fecales (Escherichia) son
de origen intestinal (Canosa, 1995). Todos pertenecen a la familia Enterobacteriaceae,
son bacilos gramnegativos, anaerobios facultativos, no esporulantes, fermentadores de
lactosa con produccion de gas; constituyen aproximadamente el 10% de los
microorganismos intestinales de los seres humanos y otros animales (Prescott et al.,
1996).

Las bacterias del tracto intestinal no suelen sobrevivir en el medio acuatico, estan
sometidas a un estrés fisiologico y pierden gradualmente la capacidad de producir
colonias en medios diferenciales y selectivos. Su velocidad de mortalidad depende de la
temperatura del agua, los efectos de la luz solar, las poblaciones de otras bacterias
presentes, y la composicién quimica del agua. La presencia de coliformes en el agua
indica la contaminacion bacteriana reciente y constituye un indicador de degradacién de

los cuerpos de agua (Fernandez et al., 2001).

El contenido bacteriano es muy variable dependiendo del tipo de agua, concentracion de
sales inorganicas y sustancias organicas, enturbiamiento, iluminacion y temperatura. En
este sentido, las bacterias marinas son diferentes de las de las aguas dulces, y a su vez,

las de los rios suelen ser distintas a las habituales de los medios lacustres (Marin, 2003).

2.2.5.1. Género: Staphylococcus

Concepto y caracteristicas del Género Staphylococcus

De acuerdo con la ultima edicién del Manual de Bergey's, en la Seccion XIV van a
encontrarse cocos grampositivos aerobios y anaerobios facultativos que se clasifica

dentro de tres familias: la Familia Micrococaceae, la Familia Streptocococeae y Familia
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Peptococaceae. La primera incluye los géneros Staphylococcus, Micrococcus,
Stomatococcus, y Planococcus, siendo Staphylococcus fundamentalmente el que
presenta mayor interés clinico (Granados y Villaverde, 2003).

El nombre del género Staphylococcus se refiere a que estos cocos grampositivos se
desarrollan en un patrén que recuerda a un racimo de uvas (Murray et al., 2014), los
estafilococos son células esféricas grampositivas por lo general dispuestas en racimos
irregulares parecidos a las uvas. Se desarrollan rapidamente en muchos tipos de medios
y tienen actividad metabdlica, fermentan carbohidratos y producen pigmentos que

varian desde un color blanco hasta un amarillo intenso (Brooks et al., 2011).

Aunque los estafilococos tienen una marcada tendencia a formar racimos (del griego
staphyle, racimo de uvas), también se pueden observar células solas, en pares o en
cadenas cortas. Los estafilococos tienen una estructura grampositiva tipica en cuanto a
su pared celular. Al igual que todos los cocos medicamente importantes, son no
flagelados, no moviles y no forman esporas. Los estafilococos se desarrollan mejor en
condiciones aerobicas, pero son anaerobios facultativos (Ryan et al., 2011); incluye a
bacterias grampositivas, anaerobias facultativas y que fermentan azlcares con
formacion de acido lactico, como uno de los productos principales. Se diferencian de las
bacterias del acido lactico en que pueden realizar metabolismo respiratorio y en que sus

requerimientos nutricionales son menos exigentes (Marin, 2003).

Los miembros del género Staphylococcus (estafilococos) son cocos grampositivos que
tienden a disponerse en racimos similares a uvas (Ryan et al., 2011), los cocos
grampositivos son un grupo heterogéneo de bacterias. Las caracteristicas que tienen en
comun son su forma esférica, su reaccién a la tincion de Gram y la ausencia de
endosporas (Murray et al., 2014), el género Staphylococcus corresponde a cocos
grampositivos inmaviles, aerobios y anaerobios facultativos, no formadores de esporas
y de tamafio entre 0.5 y 2 micrometros. Se agrupan en forma de racimos, producen
catalasa en su metabolismo y degradan por fermentacion los azucares (Granados y
Villaverde, 2003), en contraste con los estreptococos, los estafilococos producen
catalasa (Ryan et al., 2011), las catalasas son enzimas que convierten perdxido de

hidrégeno en agua y oxigeno gaseoso (Murray et al., 2014).
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Se desarrollan rapidamente en muchos tipos de medios y tienen actividad metabdlica,
fermentan carbohidratos y producen pigmentos que varian desde un color blanco hasta
un amarillo intenso (Brooks et al., 2011), crecen bien en medios generales y son
bastante resistentes a muchos agentes externos; de ahi su amplia distribucion en la
naturaleza (Granados y Villaverde, 2003), crecen rapidamente en casi todos los medios
bacterioldgicos bajo condiciones aerobias o microaerofilicas. Se desarrollan con mas
rapidez a una temperatura de 37°C pero forman pigmento mejor a una temperatura
ambiente (20 a 25°C) (Brooks et al., 2011).

2.2.5.2. Género: Streptococcus

Concepto y caracteristicas del Género Streptococcus

De acuerdo con la ultima edicion del Manual de Bergey's, se considera al género
Streptococcus englobado dentro de la Seccidén X1V y con caracter propio (Granados y
Villaverde, 2003).

El género Streptococcus es un grupo formado por diversos cocos grampositivos que
normalmente se disponen en parejas o0 en cadenas (a diferencia de los racimos formados
por Staphylococcus). La mayoria de las especies son anaerobios facultativos, y algunos
crecen Unicamente en una atmdsfera enriquecida con didxido de carbono (crecimiento
capnofilico) (Murray et al.,, 2014), los estreptococos son bacterias esféricas
grampositivas que de manera caracteristica forman pares o cadenas durante su
multiplicacién, tienen una amplia distribucion en la naturaleza (Brooks et al., 2011), los
estreptococos van a corresponder a cocos grampositivos de tamario relativamente
pequefio (entre 1 y 1,5 micrometros de didmetro), anaerobios facultativos y que se

disponen en pares y sobretodo en cadenas (Granados y Villaverde, 2003).

Los estreptococos se tifien con las tinciones comunes y demuestran células cocales que
en general son mas pequefias y con una apariencia mas ovalada que los estafilococos.
En general estan dispuestas en cadenas con células ovales que se tocan una a otra,
debido a que se dividen en un plano y tienden a permanecer unidas. La longitud puede
variar desde un solo par hasta cadenas continuas de mas de 30 células, dependiendo de
la especie y de las condiciones de desarrollo (Ryan et al., 2011), es uno de los géneros
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representativos de las bacterias del acido lactico, ya que se trata de anaerobios
facultativos incapaces de realizar un metabolismo respiratorio, que crecen facilmente
sobre la superficie de medios so6lidos expuestos al aire, pero que requieren para su ciclo
vital de complejos factores de crecimiento integrados por varias vitaminas y

aminoéacidos (Marin, 2003).

Sus exigencias nutricionales son complejas, y su aislamiento requiere el uso de medios
enriquecidos con sangre o0 suero. Son capaces de fermentar carbohidratos, proceso que
produce &cido lactico, y son catalasa-negativos, a diferencia de las especies del género
Staphylococcus (Murray et al., 2014), son catalasa y oxidasa negativa y fermentan la
glucosa con la produccién consiguiente de &cidos (Granados y Villaverde, 2003), los
estreptococos elaboran diversas sustancias y enzimas extracelulares (Brooks et al.,
2011), crecen mejor en medios enriquecidos en condiciones aerobias y anaerobias
facultativas. Se prefiere el agar sangre debido a que satisface las necesidades de
crecimiento y también sirve como un indicador de los patrones de hemdlisis (Ryan et
al., 2011).

Los estreptococos fecales, incluyen un nimero de especies que se encuentran en las
heces de los humanos y animales de sangre caliente. Esto es muy importante, ya que la
contaminacion fecal causada por animales puede involucrar riesgos sanitarios, por lo
que hay que tener en cuenta los microorganismos mas abundantes y frecuentes en las
heces de los animales. En todos ellos se encuentran coliformes y Estreptococos fecales,
aungue son mas abundantes los estreptococos fecales (Fernandez et al., 2001); estos no
se multiplican en el medio ambiente, o si esto ocurre es solamente en raras ocasiones,
son mas persistentes en ambientes acuaticos y en suelos contaminados que E. coli. Son
importantes en situaciones donde se sabe que hay contaminacién fecal y no se detectan
coliformes, como ocurre cuando las descargas son intermitentes 0 mas antiguas, de
modo que mueren los coliformes fecales y E. coli, y permanecen los estreptococos

(Environment Agency, 2002).

Los estreptococos son un grupo extenso y heterogéneo de bacterias y ningln sistema es
suficiente para clasificarlos. No obstante, es imprescindible comprender la clasificacion

para entender su importancia médica (Brooks et al., 2011).
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2.2.5.3. Género: Serratia

Concepto y caracteristicas del Género Serratia

Granados y Villaverde (2003), menciona que el género Serratia corresponde a un grupo
de microorganismos que pertenecen a la Familia Enterobacteriaceae, capaces de
fermentar lentamente la lactosa y la glucosa, capaces de producir acetoina a partir de la
degradacion de glucosa, son mdviles, utilizan el citrato como fuente de energia,
producen ADNasa y orintin-descarboxilasa.

Las cepas de Serratia fermentan lactosa con lentitud (3 a 4 dias), si acaso lo hacen.
Algunas producen colonias caracteristicas de color rojo ladrillo. Aunque menos comun,
este género produce la misma variedad de infecciones oportunistas que se observan con

el resto de las enterobacterias (Ryan et al., 2011).

Se comportan como saprofitas del hombre, aunque se pueden encontrar en el medio
ambiente, como por ejemplo en el agua o en otros liquidos. Son resistente a los
antibidticos e incluso a los desinfectantes (Granados y Villaverde, 2003), las cepas de
Serratia muestran resistencia consistente a la ampicilina y cefalotina, con la adicion
frecuente de resistencia a diversos antimicrobianos, lo que incluye aminoglucésidos
(Ryan et al., 2011); una bacteria tipica de este género que frecuentemente es hallado en
suelos y aguas es Serratia marcescens que posee como caracteristica propia la de
apenas fermentar lactosa, y la de producir muy poca o ninguna cantidad de gas en la
fermentacion de glucosa. Ademas, muchas cepas de Serratia son capaces de producir un

pigmento celular rojo, la prodigiosina, siendo un derivado pirrélico (Marin, 2003).

2.2.5.4. Género: Klebsiella

Concepto y caracteristicas del Género Klebsiella

El género Klebsiella se consideran por ser enterobacterias inmdviles, fermentadoras
rapidas de lactosa, productora de acetoina a consecuencia de la utilizacién de la glucosa,
crece en medios de citrato utilizdndolo como fuente de carbono y en su mayoria son
capaces de alcalinizar los medios ricos en urea (actividad ureasa positiva) (Granados y
Villaverde, 2003).
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Las caracteristicas bacterioldgicas mas distintivas del género Klebsiella son la ausencia
de motilidad y la presencia de una cépsula de polisacaridos. Esto da a las colonias su
aspecto mucoide, brillante y forma la base para el sistema de serotipificacién. De todas
las enterobacterias, Klebsiella se encuentra entre las mas resistentes a los

antimicrobianos, a menudo es resistente a maltiples farmacos (Ryan et al., 2011).

2.2.5.5. Género: Enterobacter

Concepto y caracteristicas del Género Enterobacter

Estas bacterias fermentan lactosa, también pueden contener céapsulas que producen
colonias mucoides y son moviles (Brooks et al., 2011), al género Enterobacter se le
considera como enterobacteria capaz de fermentar rdpidamente la lactosa con
produccion de acido y gas, asi como de degradar la glucosa con produccién de acetoina;
utiliza el citrato como fuente de energia, lo que la diferencia claramente de Escherichia.
Es una cepa mdvil que no sintetiza ADNasa, pero es capaz de producir orinitin-
descarboxilasa (Granados y Villaverde, 2003).

Las bacterias del género Enterobacter por lo comdn fermentan lactosa con rapidez y
producen colonias similares a las de Klebsiella, aunque no tienen el aspecto mucoide.
Una caracteristica diferencial es su motilidad por flagelos peritricos, que por lo comln
estan presentes en bacterias del género Enterobacter, pero que se encuentran ausentes
de manera uniforme en bacterias del género Klebsiella. EI género Enterobacter, por lo
comun es menos virulento que Klebsiella (Ryan et al., 2011), y la bacteria prototipo del
grupo es Enterobacter aerogenes, comun en suelo y aguas, y en alguna ocasién
localizada en el tracto intestinal. Como caracteristica tipica, algunas cepas de este
género estan capacitadas para efectuar la fijacion de nitr6geno en condiciones

anaerdbicas, propiedad que las distingue de las demas cepas entéricas (Marin, 2003).

Ademas de la ampicilina, son resistentes a cefalosporinas de primera generacion, pero
pueden ser susceptibles a generaciones mas avanzadas de cefalosporinas; no obstante,
con frecuencia relativa ocurre la produccion de mutantes que elaboran betalactamasas y
confieren resistencia a muchas cefalosporinas (Ryan et al., 2011), la mayor parte de las

cepas poseen una lactamasa B cromosomica denominada ampC que las vuelven
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intrinsecamente resistentes a la ampicilina y a las cefalosporinas de primera y segunda
generaciones. Las mutantes suelen producir en exceso lactamasa B que confiere

resistencia a las cefalosporinas de tercera generacion (Brooks et al., 2011).

2.2.5.6. Género: Escherichia

Concepto y caracteristicas del Género Escherichia

Son bacterias gramnegativas aerobias y anaerobias facultativas, fermentadoras répidas
de lactosa y glucosa con produccion de acido y gas; no producen SH, (hidrogeno
sulfurado), no utilizan el citrato y, salvo excepciones, producen indol a partir del agua

peptonada, prueba muy caracteristica de Escherichia (Granados y Villaverde, 2003).

La mayor parte de las cepas de E. coli fermentan lactosa con rapidez y producen indol.
Estas y otras acciones bioguimicas son suficientes para separarlas de otras especies
(Ryan et al., 2011), es el miembro mas frecuente e importante del género Escherichia.
Esta bacteria se asocia a multiples enfermedades, que incluyen la gastroenteritis e
infecciones extraintestinales, como las ITU, meningitis y sepsis. Multitud de cepas son
capaces de producir enfermedad y algunos serotipos se asocian a una mayor virulencia,
posee una amplia variedad de factores de virulencia. Ademas de los factores generales
que comparten todos los miembros de la Familia Enterobacteriaceae, las cepas de
Escherichia poseen unos factores de virulencia especializados que se pueden clasificar
en dos categorias generales: adhesinas y exotoxinas (Murray et al., 2014). Suele
producir pruebas con positividad para indol, lisina descarboxilasa y fermentacion de

manitol y produce gas a partir de glucosa (Brooks et al., 2011).

En el tubo digestivo existen grandes cantidades de E. coli aunque estos
microorganismos pueden comportarse como patdgenos oportunistas cuando los
intestinos se perforan y las bacterias acceden a la cavidad peritoneal, la mayor parte de
E. coli que causan enfermedad digestiva y extraintestinal lo hacen porque han adquirido
factores de virulencia especificos codificados en plasmidos o en ADN de bacteriéfagos
(Murray et al., 2014).
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I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1. AMBITO DE ESTUDIO

La investigacion fue realizada en el rio Ramis, distrito de San Anton, provincia de
Azéngaro, region de Puno. En las coordenadas UTM 19L 0359635 8386935, a una
altura de 3967 msnm, donde se recolectaron tres muestras de agua provenientes del rio
Ramis (Figura 6). Las muestras se colectaron en botellas de vidrio con tapa rosca de 1
litro de capacidad, previamente lavadas y enjuagadas con agua destilada y debidamente
esterilizadas por autoclavado a vapor. En el muestreo se tomaron tres muestras
contracorriente: una del borde del afluente, otra a 10 cm de profundidad del agua que
discurre a 2 metros del borde del rio y otra a 40 cm de profundidad de esta ultima zona.
Dichas muestras fueron colocadas a 4°C en una caja conservadora con bolsas de hielo
seco, de acuerdo a lo mencionado por Ara et al. (2007), hasta su transporte al
Laboratorio de Microbiologia de la Universidad Nacional del Altiplano de Puno, donde

fueron procesadas.

Figura 6. Zona de recoleccion de muestras de agua del Rio Ramis, durante los meses de diciembre del
2016 a enero del 2017.
Fuente: Google Maps.
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3.2. TIPO Y NIVEL DE INVESTIGACION

El tipo de investigacion fue experimental y analitico, debido a que se realizé la
cuantificacion bacteriana de las aguas del rio Ramis mediante las Unidades Formadoras
de Colonias (UFC) y también se determiné la resistencia de la comunidad bacteriana en

tratamientos con plomo, mercurio y la combinacion de estos metales pesados.

3.3. POBLACIONY MUESTRA

Poblacion:
Para la investigacion comprendié la comunidad bacteriana de las aguas del rio Ramis -

San Antoén.

Muestra:
El nimero total de muestras evaluadas fueron tres, en cada punto se hizo el muestreo

correspondiente y se realizd tres repeticiones para cada muestra.
3.4. METODOLOGIA

3.4.1. Cuantificacion mediante las unidades formadoras de colonias (UFC) e
identificacion cualitativa de la comunidad bacteriana de las aguas del rio

Ramis.

3.4.1.1. Aislamiento y cuantificacion bacteriana

El aislamiento y la cuantificacion bacteriana se realizaron de la siguiente manera:

Meétodo de aislamiento por vertido en placa: también llamado método de dilucion o
vaciado en placa proporciona por lo general placas con un nimero apropiado de
colonias y se basa en una dilucion aproximadamente cuantitativa de la muestra original

en un medio sélido (Bailén et al., 2003).

Para aislar la comunidad bacteriana a partir de las muestras de agua provenientes del rio
Ramis, se aplico la metodologia propuesta por Camacho et al. (2009), la cual fue de la

siguiente manera:
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Primero, se distribuyé las placas Petri en la mesa de trabajo de manera que la
inoculacion y la adicion de medio de cultivo se puedan realizar cbmoda y libremente.
Marcando las bases de las placas con los datos pertinentes. Despues, se inoculd por
triplicado, 1 ml de la dilucion correspondiente en cada placa Petri con una pipeta esteril.
Luego, se agregd de 15 a 20 ml del medio de cultivo preparado con agar Mueller Hinton
(elevandose el pH del medio a 8 con Hidroxido de sodio midiéndolas a través de tiras
reactivas de pH). Para mezclar, se homogeniz6 mediante movimientos de derecha a
izquierda en el sentido de las manecillas del reloj, en sentido contrario y de atrés a
adelante, sobre una superficie lisa y horizontal hasta lograr la completa incorporacion
del inoculo en el medio; cuidando que el medio no moje la cubierta de las placas.
Posteriormente se dejé solidificar. El tiempo transcurrido desde el momento en que la
muestra se incorpora al diluyente hasta que finalmente se adiciona el medio de cultivo a
las placas, no debe exceder de 20 minutos. Finalmente, se incubd las placas en posicion

invertida durante 4 dias a temperatura de 25°C.

Metodo de recuento en placa o recuento de microorganismos viables: la técnica se
basa en contar las “unidades formadoras de colonias” o UFC presentes en un gramo o
mililitro de muestra. Se considera que cada colonia que desarrolla en el medio de
cultivo de eleccion después de un cierto tiempo de incubacion a la temperatura
adecuada, proviene de un microorganismo o de un agregado de ellos, de la muestra bajo
estudio; ese microorganismo 0 microorganismos son capaces de formar la colonia, es
decir una UFC. Para que las colonias puedan contarse de manera confiable, se hacen las
diluciones decimales necesarias de la muestra, antes de ponerla en el medio de cultivo
(Camacho et al., 2009).

Con este método se puede distinguir entre células viables y no viables; esto se logra
sembrando diluciones de las muestras que contienen los microorganismos en medios de
cultivos sélidos dispensados en placas Petri, incubando y posteriormente realizando el
conteo de las colonias visibles (la metodologia puede ser aplicada en la superficie del
agar o dentro del agar). Estas colonias a su vez, son multiplicadas por el factor inverso
de la dilucién (o diluciones). Con esta metodologia y con el objetivo de reducir el error
estadistico, se recomienda realizar suficientes réplicas de las mismas diluciones, asi

como, de las diferentes diluciones a utilizar. Adicionalmente, el conteo y calculo de la
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poblacion de viables, se debe realizar en placas que contengan entre 30 y 300 colonias

(algunos autores reportan el rango de 50 a 300) (Rojas, 2011).

Para la cuantificacion bacteriana, se aplicé la metodologia propuesta segin Ara et al.
(2007), para el recuento del numero total de bacterias mesofilas viables, primero se
realiz6 el método de vertido en placa, usando como medio de crecimiento Agar Mueller
Hinton. Cada muestra se trabajo por triplicado, y la incubacion fue a 25°C por 4 dias.
Trascurrido el tiempo de incubacion se realizé el recuento en las diluciones de 10, 10

y10'%; tal como se observa en la Figura 7.

MUESTRADE {1 ml
AGUA m /\ /\
1 ml 1 ml
9 ml de Suero
Fisiologico
110 11100 1/1000
(10-1) (10-2) (10-3)
VERTIDO EN PLACA
Adicionarde
15a20 mlde
Agar Miieller < < <
Hinton = = 2
<« <« <«
Homogenizarla muestra Incubara 25°C = JContar las placas que tengan
y el Agar Miieller Hinton por 4 dias entre 30 y 300 colonias

Figura 7. Procedimiento del recuento en placa por el método de vertido en placa

Fuente: (elaboracion propia).

3.4.1.2. Aislamiento a cultivo puro e identificacion bacteriana

El aislamiento a cultivo puro o axénico y la identificacion bacteriana se realiz6 de la

siguiente manera:
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Metodo de aislamiento de cultivo puro por técnica de estria cruzada en placa: los
cultivos puros estan formados por un solo tipo de microorganismo; y son indispensables
para conocer las caracteristicas morfologicas, propiedades de tincién, actividad
bioquimica, patogenicidad, sensibilidad a antibidticos e identificacion de las especies

microbianas (Aquiahuatl y Péerez, 2004).

Para hacer el aislamiento a cultivo puro o axénico, se realizd de manera similar a la
metodologia propuesta por Moraga et al. (2003), donde se selecciono las colonias al
azar y se cultivo mediante la técnica de estria cruzada en placas contenidas de agar
Modieller Hinton. Después de ser incubados por 4 dias a temperatura de 25°C, las
colonias se identificaron mediante las siguientes pruebas bioguimicas: TSI, LIA, Citrato

de Simmons, Urea, SIM.

La técnica de cultivo que se utiliz6 fue la de estria cruzada en placa, donde se aplicé la
metodologia segin Aquiahuatl y Pérez (2004), la cual fue de la siguiente manera:

Primero, en la parte posterior y exterior de la placa con agar Mieller Hinton, se dividi
en cuatro cuadrantes. Se tomo una colonia bacteriana con el asa de Kolle de punta
circular previamente flameada y fria, en el momento de inocular la colonia se hizo 4-5
estrias simples muy juntas de lado a lado sobre el primer cuadrante de la placa, cerrando
la placa para evitar contaminacion. Después, se flame6 el asa de inoculaciéon en el
mechero y luego se gir6 la placa Petri un cuarto de vuelta. Al abrir nuevamente la placa,
se enfrio el asa de siembra tocando la superficie del medio lejos de la zona de estrias
recién hechas. Seguidamente, se rozd con el asa una vez la superficie del conjunto
original de estrias y se hizo un segundo grupo de estrias en el segundo cuadrante como
en el caso anterior. Finalmente, se repitié el procedimiento en el tercer cuadrante y al
efectuar la siembra en el Ultimo cuadrante, no se flameo6 el asa de siembra solo se hizo

una estria mas abierta (Figura 8).
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Figura 8. Aislamiento de bacterias por estria cruzada en placa.
Fuente: Aquiahuatl y Pérez (2004).

Metodo de Tincion Gram: esta tincion separa las bacterias en dos grandes grupos, las
grampositivas que retienen el primer colorante usado (cristal violeta) y las
gramnegarivas que se tifien con el segundo colorante (safranina). Estas diferencias estan
basadas en la estructura y composicion quimica de la pared celular. Las grampositivas
tienen una pared gruesa de péptidoglicano y ademas, muchas de estas especies
presentan acidos teicoicos en la pared. Las gramnegativas contienen menos
péptidoglicano y su capa es mucho més delgada, pero esta rodeada de una bicapa méas
externa de lipidos, llamada membrana externa (Olivas, 2012).

Para realizar la tincion Gram, primeramente se tomd un pequefio indculo del cultivo
puro con la ayuda de un asa de siembra para extenderlo en una lamina portaobjeto y se
fijo con la flama de un mechero. Después, se vertié sobre el frotis cristal violeta
dejandolo actuar por 1 minuto. Transcurrido el tiempo, se lavé con abundante agua
destilada, teniendo mucho cuidado. Luego, se cubri6 el frotis con lugol, y se dejé actuar
por 1 minuto. Transcurrido el tiempo, se lavd con abundante agua destilada, teniendo
mucho cuidado. Seguidamente, se cubrié con solucion decolorante (alcohol-acetona),
por 30 segundos. Transcurrido el tiempo, se lavd con abundante agua destilada,
teniendo mucho cuidado. Por Gltimo, se cubri6 con colorante de contraste (safranina), y
se dejo actuar por 1 minuto. Transcurrido el tiempo, se lavd con agua de la llave y
teniendo mucho cuidado se escurrié con un papel secante por la parte inferior de la
lamina portaobjeto. La preparacion tefiida se seco al aire, dejando la lamina en posicion

inclinada.

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO £ Nacional del

Finalmente, las preparaciones tefiidas se llevaron a observar al microscopio oOptico
compuesto de marca Zeiss con el objetivo de 100X, afiadiendo una pequefia gota de

aceite de inmersion.

Prueba de la catalasa: la catalasa es una enzima que esta relacionada con
microorganismos aerdbicos (excluyendo a los Estreptococcus) y anaerdébicos
facultativos y ausente en los anaerobicos estrictos. Esta enzima descompone el peréxido
de hidrogeno en agua y oxigeno. El peroxido de hidrégeno se forma como de los
productos finales del metabolismo oxidativo aerébico de carbohidratos. Si se deja
acumular, el peroxido de hidrégeno es letal para la célula bacteriana. La prueba de
catalasa llevada a cabo en portaobjetos es til para diferenciar estreptococos (catalasa

negativa) de estafilococos (catalasa positiva), (Sanabria y Mercedes, 2001).

Para realizar esta prueba, se transfiri6 un indculo de las bacterias a ensayar en una
ldmina portaobjetos y sobre ellas se agreg6 peroxido de hidrdgeno (agua oxigenada). La
interpretacion de resultados se realiz6 de la siguiente manera: la aparicion rapida y
sostenida de burbujas de gas o efervescencia se consideré como reaccion positiva,
cuando no hubo aparicion de burbujas se considerd6 como reaccion negativa, y la
aparicion leve y diminuta de burbujas de gas al cabo de 20 a 30 segundos luego de

adicionado el agua oxigenada, se consideré como una reaccion negativa.

Cultivo en medios especificos y diferenciales:

Los medios selectivos son medios complejos que contienen sustancias que s6lo permiten
gue crezcan determinados microorganismos, 0 sustancias que estimulan el crecimiento

de algunos microorganismos (Gonzalez, 2010).

Los medios diferenciales son medios que contienen sustancias o indicadores que
permiten la diferenciacion de un microorganismo a otro. Por ejemplo, el agar
MacConkey permite distinguir los microorganismos fermentadores de la lactosa de los

no fermentadores por la coloracion que toman (Sanabria y Mercedes, 2001).

Para el cultivo en medios diferenciales, se utilizaron el Agar MacConkey y Agar M-

Endo LES; y para el cultivo en medios selectivos se utilizaron el Agar Base Salado
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Manitol, Agar SS y Agar Pseudomonas. Todo ello, con el fin de poder diferenciar e
identificar las colonias aisladas en cultivo puro. Las placas preparadas y contenidas con
medio de cultivo diferencial y selectivo fueron dividas en partes iguales conforme a la
cantidad de colonias que se iba a identificar, para ello; con un lapicero indeleble fueron
divididas en partes iguales en la base de la placa. La siembra en cada medio de cultivo
mencionado se hizo con la ayuda de un asa de Kolle de punta circular previamente
flameada y fria, después las placas se llevaron a incubacién a temperatura de 25°C por 4
dias. Terminado el tiempo de incubacion, se procedio a la lectura e identificacion de

acuerdo al medio de cultivo y al crecimiento dado en placa.

Pruebas Bioquimicas para Enterobacterias: TSI, LIA, Citrato de Simmons, Urea,
SIM.

Es posible conocer las caracteristicas metabdlicas de los microorganismos por su
inoculacion en medios de cultivo con diversos sustratos que puedan ser utilizados como
fuentes de energia, carbono, donadores de electrones, asi como de otros nutrientes
esenciales necesarios para su crecimiento. Existen numerosas pruebas bioquimicas con
medios de cultivo adicionados de indicadores de pH para detectar la produccion de
acido o alcali, con inhibidores selectivos como bilis, cianuro o con colorantes, sulfuros,
etc., que facilitan la determinacion de diferentes actividades metabolicas. Las
actividades que se evallan con mayor frecuencia son: capacidad para fermentar
carbohidratos (glucosa, lactosa, sacarosa), para catabolizar aminoacidos y urea, la
produccion de enzimas hidroliticas especificas de tipo endo 0 exo como oxidasas,

reductasas, amilasas, lipasas, etc., (Aquiahuatl et al., 2012).

Para las pruebas bioguimicas se utilizaron los siguientes medios de cultivo
diferenciales: Agar Triple Azlcar y Hierro, Agar Lisina y Hierro, Agar Citrato de

Simmons, Agar Base Urea, y Medio SIM.

En tubos de ensayo con tapa rosca, se prepard los medios diferenciales tal como indica
la marca y el envase siguiendo su protocolo de preparacién. La forma de sembrado e
incubacion en los medios mencionados es distinta, asimismo en la lectura e
interpretacion de resultados. En tal sentido, para cada medio se realizd de la siguiente

forma:

56

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO L4 Nacional del

a. Agar Triple Azacar y Hierro (TSI): la siembra se realizo a partir de un cultivo
puro, con la ayuda de un asa bacterioldgica recta o en hilo se sembr6é por
picadura en la columna vertical y estria en la superficie inclinada. Llevandolo a
incubacion a 25°C de 18 a 24 horas. La lectura de resultados se hizo de acuerdo

a la tabla de reacciones bioquimicas de las Enterobacterias (Tabla 1).

b. Agar Lisina y Hierro (L1A): la siembra se realiz6 a partir de un cultivo puro,
con la ayuda de un asa bacterioldgica recta o en hilo se sembré por picadura en
la columna vertical y estria en la superficie inclinada. Llevandolo a incubacion a
25°C de 18 a 24 horas. La lectura de resultados se hizo de acuerdo a la tabla de
reacciones bioquimicas de las Enterobacterias (Tabla 1).

c. Agar Citrato de Simmons: la siembra se realiz6 a partir de un cultivo puro, con
la ayuda de un asa bacterioldgica recta o en hilo se sembr6 en forma de estria
Unica en la superficie inclinada. Llevandolo a incubacion a 25°C de 18 a 24
horas. En la lectura de resultados, se consideré como prueba positiva si el medio
vira a un color azul oscuro, y se considerd negativa cuando el medio conserva su

color verde original.

d. Agar Base Urea: la siembra se realiz6 a partir de un cultivo puro, con la ayuda
de un asa bacterioldgica recta o en hilo se sembro en forma de estria Unica en la
superficie inclinada. Llevandolo a incubacion a 25°C de 18 a 24 horas. En la
lectura de resultados, se consideré como prueba positiva si el medio vira a un
color rosado oscuro, y se considerd negativa cuando el medio conserva su color

amarillo original.

e. Medio SIM: la siembra se realizo a partir de un cultivo puro, con la ayuda de un
asa bacterioldgica recta o en hilo se sembrd por picadura en forma vertical.
Llevandolo a incubacion a 25°C de 18 a 24 horas. En la lectura de resultados, el
microorganismo es movil cuando se observé turbidez en todo el medio, mientras
que si es inmovil sélo hay crecimiento en la linea de siembra. Si se forma un
precipitado negro pone de manifiesto la formacion de Hidrogeno de Sulfuro
(H2S) positivo. La presencia de Indol da lugar a una coloracion rojo-purpura al

afadir el reactivo de Kovacs.
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Tabla 1. Reacciones Bioquimicas de las Enterobacterias.

GRUPO | HIDROGENO SULFURADO (H,S) POSITIVO

ANAEROGENICOS (GAS NEGATIVO)

TSI GAS H:S LIA INDOL CIT UREA MOV ENTEROBACTERIAS
K/IA -0+ KK - - - + Salmonella typhi
AEROGENICOS (GAS POSITIVO)
TSI  GAS H:S LIA INDOL CIT UREA MOV  ENTEROBACTERIAS
K/A 2+ 4+ K/IK - + - + Salmonella
KIAo 2+ 4+ K/IK - + - + Arizona
A/A
KIAo 2+ 4+ K/A - + - + Citrobacter
A/A
KIAo 2+ 4+ R/IA -0+ D + + Proteus
A/A
K/A 2+ 4+ K/IK + - - + Edwarsiella
GRUPO Il HIDROGENO SULFURADO (H.S) NEGATIVO
ANAEROGENICOS (GAS NEGATIVO)
TSI GAS H:S LIA  INDOL CIT UREA MO ENTEROBACTERIAS
KIA - KIA -0+ - - - Shigella
K/Ao KIKo + - - V Escherichia
A/A KIN
K/Ao K/A -0+ + D +toV Enterobacter
A/A
A/A KIK + - +toV Serratia
K/A R/IA D + + Proteus
K/A R/A + - -0+ Providencia
A/A AlAo -0+ - Vv V Yersinia
K/IA
AEROGENICOS (GAS POSITIVO)
TSI GAS H:S LIA INDOL CIT UREA MOV ENTEROBACTERIAS
AlAo 2+ KIKo + - - V Escherichia
KIA K/IA
A/A 4+ K/IK -0+t + + - Klebsiella
AlAo 3+ KIKo - + D +toV Enterobacter
KIA KIA
KIAo 2+ KIK - + - +toV Serratia
A/A
K/A + K/Ao + D + + Proteus
R/IA
K/IA + KIAo - + - \Y Paratyphi A.
A/A
NO FERMENTADORES
TSI  GAS H:S LIA INDOL CIT UREA MOV ENTEROBACTERIAS
K/Ko - K/A - + - + Pseudomonas
KIN

K: Alcalino R: Rojo

D: Diferentes reacciones

A: Acido

N: Neutro V: Variable

Fuente: Segun el Instituto Nacional de Salud (2001).
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3.4.1.3. Analisis estadistico

El disefio experimental utilizado fue completamente aleatorio, los tratamientos
correspondieron a la lugar de donde procedié las muestras de agua (tres muestras de
agua, las tres de un solo punto de muestreo), todas estas formaron un total de tres

unidades experimentales.

Los recuentos bacterianos de las muestras de agua del rio Ramis, fueron sujetos a
pruebas descriptivas (media) y de dispersion (desviacion estandar y coeficiente de
variacion); seguidamente se realizo el andlisis de varianza y prueba de medias Tukey
(P<0.05) con el fin de comparar entre las muestras, todos los analisis estadisticos fueron
realizados con un nivel de confianza del 95%. Los valores se procesaron en el Paquete
Estadistico InfoStat - Version libre 2016 para Windows (Balzarini et al., 2008).

La Media: la media aritmética, o simplemente media o promedio, es una medida

descriptiva de tendencia central cuyo Unico nimero resume una serie de valores a partir

de los cuales se calcula. Es obtenida sumando todos los valores de la poblacion y

dividiendo el total entre el numero de valores que se sumaron (Celis y Labrada, 2014).
2?’:1 Xi

Media = =
edia N u

Donde YN, x; indica que hay que sumar todas las equis (x) disponibles, desde x; hasta

Xn. La secuencia de valores que deben sumarse se especifica mediante los simbolos N e i
= 1 que aparecen arriba y abajo de la letra griega > (sigma). El resultado tiene la misma
unidad de medida que las lecturas individuales. La media se representa simbdlicamente
mediante la letra griega i (mu) cuando se obtiene de datos poblacionales, y mediante x
cuando se estima a partir de una muestra aleatoria simple. La media es el resultado
matematico que sintetiza los datos en una sola cifra, y no debemos olvidar que
Unicamente describe al grupo como tal y no a cada uno de sus elementos (Celis y
Labrada, 2014).

Desviacion Estandar: la desviacion tipica o desviacion estandar es una medida de
dispersion expresada en las unidades originales, que es igual a la raiz cuadrada de la
varianza (Celis y Labrada, 2014). Se escribe de la siguiente manera:

s=4s?
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Donde, S es la desviacion estandar y Ses la varianza.

Coeficiente de Variacion: el coeficiente de variacion (CV) es una medida atil porque
mide la dispersion en forma relativa, y permite una interpretacion mas objetiva de la

variabilidad (Rustom, 2012). La férmula es la siguiente:
S
CV=—%100%
x

Donde:
CV = coeficiente de variacion.
S = desviacion estandar de la muestra.

X = media aritmética de la muestra.

Anélisis de varianza: permite probar hipétesis referidas a los pardmetros de posicion
(esperanza) de dos o mas distribuciones. La hipdtesis que se somete a prueba
generalmente se establece con respecto a las medias de las poblaciones en estudio o de
cada uno de los tratamientos evaluados en un experimento (Balzarini et al., 2008).

Yij = u+ ti + £ij
Donde:
Yij = observacion del tratamiento.
W = promedio general.
ti = efecto del tratamiento i.
£ij = término de error aleatorio asociado a la observacion Yij.

En tal sentido, en las pruebas estadisticas evaluadas:
Si el resultado es p < a 0,05 indica que las pruebas son significativas.
Si el resultado es p > a 0,05 indica que las pruebas no son significativas.

Prueba de Tukey: es un procedimiento el cual calcula como valor critico para la
identificacion de diferencias significativas, una cantidad (DMS) basada en el cuantil
correspondiente de la distribucion de rangos estudentizados (Balzarini et al., 2008).

Wij = qx CMEr
Donde:

Wij = comparador para el par de tratamientos ij.
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g = valor de la tabla de Tukey, con grados de libertad de tratamientos y grados de
libertad del error.
CME = cuadrado medio del error, y r = son las repeticiones de los tratamientos.

3.4.2. Determinacion de la comunidad bacteriana de las aguas del rio Ramis,
resistentes in vitro al plomo (Pb) y al mercurio (Hg), a concentraciones de:
200, 500, 1000 y 2000 pg/ml.

3.4.2.1. Preparacion de las soluciones de metales pesados

Para la preparacion se trabajo con Nitrato de plomo [Pb(NOs),] y con Cloruro de
mercurio [HgCl;] , se realizo el calculo de las soluciones diluidas de plomo, a partir de
una solucién stock, y de la misma manera se realizé para el mercurio; lo cual se detalla

a continuacion:

Sabiendo que el peso molecular del Nitrato de plomo [Pb(NO3),], fue de 331.2 g/mol, se
pes6 1.60 g de [Pb(NOs3),], para luego aforarlo a 1000 ml de agua destilada,
obteniéndose del tal modo, una solucién de 1 g/l de plomo. Posteriormente, se

obtuvieron las siguientes diluciones a través de la ecuacion: C;V; = C,Vo.

i) Para la obtencion de la solucion de 200 pg/ml de concentracion de Pb, se
reemplazo:
CiV1=CV,
(1000 000 pg/l) (V1) = (200 pg/l) (240 ml)

V1 = (200 pg/l) (240 ml)
1000 000 P/l

V1 =0.048 ml de la solucidn stock y aforar a 240 ml de agua destilada.

i) Para la obtencion de la solucion de 500 pg/ml de concentracion de Pb, se
reemplazo:
Ci1Vi=C,V,
(1000 000 pg/l) (V1) = (500 pg/l) (240 ml)

Vi1 = (500 pg/l) (240 ml)
1000 000 pg/l

V1 = 0.12 ml de la solucion stock y aforar a 240 ml de agua destilada.
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iii) Para la obtencion de la solucion de 1000 pg/ml de concentracion de Pb, se
reemplazo:
C1V1=C,V,
(1000 000 pg/l) (V1) = (1000 pg/l) (240 ml)

V; = (1000 pg/l) (240 ml)
1000 000 pg/I

V1 = 0.24 ml de la solucion stock y aforar a 240 ml de agua destilada.

iv) Para la obtencion de la solucion de 2000 pg/ml de concentracion de Pb, se
reemplazo:
C1V1=Cy V2
(1000 000 pg/1) (V1) = (2000 pg/l) (240 ml)

V1 = (2000 pg/l) (240 ml)
1000 000 pg/I

V1 = 0.48 ml de la solucion stock y aforar a 240 ml de agua destilada.

3.4.2.2. Experimentacion de la resistencia bacteriana al plomo y al mercurio

Método de la escala o patron de McFarland: es una técnica basada en turbidimetria,
la escala se basa en la capacidad de precipitacion del Cloruro de Bario en presencia de
Acido Sulftrico y su utilidad, es la de poder elaborar suspensiones bacterianas ajustadas

a un patron y valorando su concentracion (Rojas, 2011).

Para la determinacion de la comunidad bacteriana de las aguas del rio Ramis que son
resistentes in vitro al plomo y al mercurio, se realizaron tres tratamientos, dos para cada
metal y uno para la combinacién de los dos metales (Pb, Hg, Pb y Hg). Cada
tratamiento se hizo con cuatro concentraciones: 200, 500, 1000 y 2000 pg/ml. Y cada
bacteria aislada e identificada se sometio a las cuatro concentraciones mencionadas por

separado.

La cantidad de inoculacion de bacterias por placa y para cada microorganismo, se hizo
ajustando y comparando a la escala de McFarland estandar de turbidez 0.5, que posee
una densidad celular aproximada de 1.5 x 10® UFC/ml. Para ello, se trabajé con el
Estandar McFarland de Turbidez de Equivalencia 0.5, de marca Remel, empleandolo de

la siguiente forma:
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Primero, se invirtié suavemente el Estdndar McFarland de Turbidez de Equivalencia 0.5
para suspender completamente las microparticulas que contiene. En un tubo de ensayo
de didmetro similar al Estdndar McFarland de Turbidez de Equivalencia 0.5 (marca
Remel), se prepard una suspension bacteriana en suero fisioldgico a partir de un cultivo

puro y se comparo visualmente a la turbidez del Estandar McFarland (Figura 9).

La comparacion visual, se realizé con una luz adecuada y se leyé los tubos contra la
tarjeta blanca con lineas negros con el fin de contrastar ambos. Cuando hubo
obliteracion o distorsion igual de lineas negras indicé una coincidencia de turbidez. Una
vez dado coincidencia, a través del método de vertido en placa se vertié 1 ml del tubo
con suspension bacteriana preparada con la ayuda de una jeringa estéril a la placa, para
luego echar de 15 a 20 ml de medio de cultivo preparado consistente en agar Mueller
Hinton a diferentes concentraciones, por cada metal y la combinacién de estos mismos.
Finalmente, se incubo las placas en posicion invertida durante 4 dias a temperatura de
25°C, finalizado este tiempo se realizo el recuento bacteriano que desarrollo, lo cual

indica la resistencia a los metales.

Figura 9. Estandarizacion y comparacion del inoculo, en el Laboratorio de Microbiologia, durante el mes
de marzo, 2017.

3.4.2.3. Anadlisis estadistico

Los tratamientos correspondieron a las bacterias inoculadas en cada concentracion y en
cada metal por separado y en combinacion, mas un control positivo sin metal, por tanto
sin concentracion. Los recuentos bacterianos obtenidos, fueron sujetos a pruebas
descriptivas (media) y de dispersion (desviacion estandar y coeficiente de variacion);

seguidamente se realizé el analisis con estructura factorial de tratamientos (3x4x6) y su
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interaccion, prueba de medias Tukey (P<0.05) con el fin de comparar entre bacterias,
concentraciones, y metales. Todos los analisis estadisticos fueron realizados con un
nivel de confianza del 95%. Los valores se procesaron en el Paquete Estadistico InfoStat
- Version libre 2016 para Windows (Balzarini et al., 2008).

Analisis con estructura factorial de tratamientos (3x4x6): estos disefios se utilizan
para estudiar los efectos producidos por dos o mas factores tratamiento y generalmente
sus interacciones. Cuando los tratamientos se definen mediante la combinacién de los
niveles de dos o mas factores de interés, se dice que el disefio experimental involucra

una estructura factorial de tratamientos (Balzarini et al., 2008).

Segun, Morales et al. (2009), los analisis de experimentos factoriales presentan muchas

ventajas pero a su vez puede haber algunos inconvenientes:

a. Ventajas: se logra una gran eficiencia en el uso de los recursos experimentales
disponibles, ademas se obtiene informacion respecto a las diversas interacciones.
Los resultados experimentales son aplicables a un rango de condiciones mas
amplio debido a las combinaciones de los diversos factores en un solo
experimento y los resultados son de naturaleza mas comprensiva. No obstante a
ello, los experimentos factoriales son mas eficientes que los experimentos

simples.

b. Inconvenientes: el resultado del experimento y el analisis estadistico resultante
es mas complejo. Con un gran numero de combinaciones de tratamientos, la
relacién de unidades experimentales homogéneas es mas dificil. Convencidos de
que algunas de las combinaciones de tratamientos pueden ser de muy poco o
ningln interés, algunos de los recursos experimentales pueden ser malgastados.

Ademas, el numero de tratamientos o combinaciones aumentan rapidamente.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Cuantificacion mediante las unidades formadoras de colonias (UFC) e

identificacion cualitativa de la comunidad bacteriana de las aguas del

rio Ramis.

4.1.1. Cuantificacion bacteriana

El recuento bacteriano en las muestras de agua provenientes del rio Ramis, oscilan entre
los promedios con valores de 1,09 x 10° UFC/ml en la muestra 1 (del borde del
afluente), 1,58 x 10° UFC/ml en la muestra 2 (a 10 cm de profundidad del agua que
discurre a 2 metros del borde), y 2,55 x 10° UFC/ml en la muestra 3 (a 40 cm de
profundidad de esta ultima zona). El recuento bacteriano superior encontrado en la
muestra 3 correspondiente a 40 cm de profundidad del agua que discurre a 2 metros del
borde se debe probablemente a que esta parte ya estd en contacto directo con el
sedimento; y debido a ello hay una mayor comunidad bacteriana que habita en esta parte

del rio, ademas de las mejores condiciones para que las bacterias puedan habitar en ella.

Tabla 2. Cuantificacion bacteriana de las muestras de agua del rio Ramis.
Recuento bacteriano (UFC/ml) B
MUESTRA promedio de tres repeticiones X D.S. C.v.
Repeticion | Repeticion 11 Repeticion 111 (UFC/ml) (%)
Muestra 1 1,23 x 10° 1,11 x10° 0,92 x 10° 1,09x10° 016 14,38
Muestra 2 1,67 x 10° 1,61 x10° 1,46 x 10° 158x10° 011 6,85
Muestra 3 2,69 x 10° 2,51 x 10° 2,44 x10° 255x10° 013 506
X =Promedio; D.S. = Desviacién estandar; C.V. = Coeficiente de variacion.
Muestra 1: del borde del afluente.
Muestra 2: a 10 cm de profundidad del agua que discurre a 2 metros del borde del rio.
Muestra 3: a 40 cm de profundidad del agua que discurre a 2 metros del borde del rio.

De acuerdo al andlisis de varianza y la prueba de Tukey realizado al recuento bacteriano
obtenido a partir de las muestras de agua provenientes del rio Ramis, las tres muestras
que fueron evaluadas presentaron diferencia estadistica significativa (Fc = 1157,27; gl =
2; p-valor = <0,0001), en donde la muestra 3 correspondiente a 40 cm de profundidad
del agua que discurre a 2 metros del borde del rio present6 diferencia estadistica
significativa respecto a las muestras 1 y 2 correspondiente al borde del afluente y a 10

cm de profundidad del agua que discurre a 2 metros del borde del rio respectivamente.
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Las muestras 1 y 2 mencionadas anteriormente no presentaron diferencia estadistica
significa. Estos resultados se ilustran graficamente en la Figura 10 y Tabla 7, donde en
ella se observa que la muestra 3 correspondiente a 40 cm de profundidad del agua que
discurre a 2 metros del borde del rio presento el mayor promedio de recuento bacteriano
de las aguas del rio Ramis, seguidas de las muestras 2 y 1 correspondiente a 10 cm de
profundidad del agua que discurre a 2 metros del borde del rio y del borde del afluente
respectivamente, que son practicamente similares y en proporcion son practicamente

iguales y menores.

271860,12

200943,26 1

130026,40

59109,55

RECUENTO BACTERIANO (UFC/ml)

A A

-11807,31
MUESTRA1 MUESTRA2 MUESTRA 3

MUESTRAS DE ESTUDIO

Medias con una letra comiin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Figura 10. Comparacion del recuento bacteriano de las muestras de agua del rio Ramis, durante el mes de
abril, 2017.

Se obtuvo un recuento bacteriano muy bajo en las aguas del rio Ramis, comparado con
lo reportado por Ara et al. (2007), que encontr6 en seis muestreos recuentos bacterianos
promedios muy elevados que fueron en el orden de 9 x 10%, 7 x 10°, 5 x 10%, 6 x 10°, 8 x
10y 4 x 10° UFC/ml provenientes de las aguas del rio Maure de Tacna (Peru); por otro
lado, Moraga et al. (2003), encontrd en 8 muestreos recuentos bacterianos promedios
que fueron en el orden de 4,4 x 10%, 6,2 x 10*, 4,0 x 10%, 11,7 x 10*, 2,7 x 10%, 2,0 x 10*,
16,2 x 10* y 0,6 x 10* UFC/mI provenientes de las aguas de la bahia de Iquique (Chile).
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Las diferencias de recuentos bacterianos presentes en aguas de rio probablemente se
deba a la diversa flora bacteriana que habita en el agua, ya sea nativa o procedente de
otros lugares debido a factores ambientales o a causa del ser humano. Esto se apoya con
lo que afirma Marin (2003), la flora bacteriana de cualquier agua la conforman dos
grupos tipicos: las bacterias autoctonas con habitat en el agua y que sélo pueden
desarrollarse 6ptimamente aqui, y las bacterias procedentes de otros bidtopos,
especialmente bacterias procedentes de la tierra. Ademas, sobre las aguas superficiales

cae constantemente una lluvia de bacterias procedentes del aire.

De acuerdo a los resultados obtenidos en los recuentos bacterianos realizados, en las
aguas del rio Ramis, zona distrito de San Anton, la comunidad bacteriana posee una
cuantificacién en el orden de 10° y 10° UFC/mI de agua; validando completamente la

hipétesis planteada.

4.1.2. ldentificacién bacteriana

Se identificd seis géneros bacterianos, los cuales corresponden a Serratia, Klebsiella,
Staphylococcus, Escherichia, Streptococcus y Enterobacter, tal como se observa en la
Tabla 3 y Figura 11. El desarrollo de las colonias pertenecientes al género Serratia fue
de 4 mm de tamafio, superficie lisa, consistencia blanda, aspecto brillante, color beige,
forma irregular, borde ondulado y elevacion convexa; resultando una bacteria
gramnegativa de acuerdo a la tincion Gram realizada. En las pruebas bioquimicas
realizadas reaccion6 a TSI (K/A), LIA (K/K), Citrato de Simmons (positivo), SIM
(sulfuro de hidroégeno negativo, produccion de indol positivo y movilidad positiva),

Urea (negativo, con la produccién de gas en cantidad de 2+).

El desarrollo de las colonias pertenecientes al género Klebsiella fue de 3 mm de tamafio,
superficie rugosa, consistencia blanda, aspecto traslicido o mate, color beige, forma
irregular, borde ondulado y elevacion elevada; resultando una bacteria gramnegativa de
acuerdo a la tincion Gram realizada. En las pruebas bioquimicas realizadas reaccioné a
TSI (A/A), LIA (K/K), Citrato de Simmons (positivo), SIM (sulfuro de hidrégeno
negativo, produccion de indol positivo y movilidad negativa), Urea (negativo, con la

produccion de gas en cantidad de 1+).
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El desarrollo de las colonias pertenecientes al género Staphylococcus fue de 3,5 mm de
tamario, superficie lisa, consistencia mucoide, aspecto brillante, color amarillo, forma
irregular, borde ondulado y elevacion elevada; resultando una bacteria grampositiva de
acuerdo a la tincion Gram realizada, y catalasa positivo de acuerdo a la prueba de la
catalasa. En el medio selectivo agar Base Salado Manitol se obtuvo un crecimiento de

colonias de coloracion anaranjada.

El desarrollo de las colonias pertenecientes al género Escherichia fue de 3 mm de
tamafo, superficie lisa, consistencia blanda, aspecto brillante, color beige, forma
irregular, borde ondulado y elevacion convexa; resultando una bacteria gramnegativa de
acuerdo a la tincion Gram realizada. En las pruebas bioquimicas realizadas reaccioné a
TSI (A/A), LIA (K/K), Citrato de Simmons (negativo), SIM (sulfuro de hidrégeno
negativo, produccién de indol positivo y movilidad positiva), Urea (negativo, con la
produccion de gas en cantidad de 2+). En el medio diferencial agar M-Endo LES se

obtuvo un crecimiento de colonias de coloracién verde brillante/dorado metalico.

El desarrollo de las colonias pertenecientes al género Streptococcus fue de 3,2 mm de
tamano, superficie lisa, consistencia mucoide, aspecto brillante, color amarillo, forma
circular, borde entero y elevacion elevada; resultando una bacteria grampositiva de
acuerdo a la tincion Gram realizada, y catalasa negativo de acuerdo a la prueba de la

catalasa.

El desarrollo de las colonias pertenecientes al género Enterobacter fue de 4 mm de
tamafo, superficie lisa, consistencia blanda, aspecto brillante, color beige, forma
circular, borde entero y elevacion convexa; resultando una bacteria gramnegativa de
acuerdo a la tincion Gram realizada. En las pruebas bioquimicas realizadas reaccioné a
TSI (A/A), LIA (K/K), Citrato de Simmons (positivo), SIM (sulfuro de hidrégeno
negativo, produccion de indol negativo y movilidad positiva), Urea (positivo, con la

produccidn de gas en cantidad de 1+).

A partir de las muestras de agua provenientes del rio Ramis se obtuvo a los géneros
bacterianos Serratia, Klebsiella, Staphylococcus, Escherichia, Streptococcus y
Enterobacter, comparado con lo reportado por Martinez et al. (2010), donde obtuvieron

23 aislados a partir de muestras de agua provenientes del rio Almendares (Cuba), los
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cuales se clasificaron en los géneros Micrococcus, Staphylococcus, Bacillus,
Pseudomonas, Acinetobacter y Neisseria; donde el género Bacillus resultd el mas
frecuente. Por otro lado, en una investigacion similar reportado por Moraga et al.
(2003), aislaron e identificaron dos géneros bacterianos distintos correspondientes a
Pseudomonas y Alcaligenes a partir de muestras de agua provenientes de la bahia de

Iquique (Chile).

Los diferentes géneros bacterianos obtenidos a partir de muestras provenientes de aguas
probablemente se deban a la diversa comunidad bacteriana que habita en ella, o también
debido a la posible contaminacion de la misma a causa de las distintas actividades que
realiza el hombre. Esto se apoya con lo que afirma Craun et al. (1997), las bacterias que
se encuentran mas frecuentemente en el agua son las bacterias entéricas que colonizan
el tracto gastrointestinal del hombre y son eliminadas a través de la materia fecal. Por
otro lado, en contrariedad a lo mencionado anteriormente Fernandez et al. (2001),
menciona que las bacterias del tracto intestinal no suelen sobrevivir en el medio
acudtico, ya que estan sometidas a un estrés fisiologico y pierden gradualmente la
capacidad de producir colonias en medios diferenciales y selectivos. Su velocidad de
mortalidad depende de la temperatura del agua, los efectos de la luz solar, las
poblaciones de otras bacterias presentes, y la composicion quimica del agua.

La gran diversidad bacteriana que habita en el agua probablemente también se vea
reflejada debido a los diferentes ecosistemas acuéticos, ya sean rios, lagos u océanos.
Esto se apoya con lo que afirma Marin (2003), el contenido bacteriano es muy variable
dependiendo del tipo de agua, concentracion de sales inorganicas y sustancias
organicas, enturbiamiento, iluminacién y temperatura. En este sentido, las bacterias
marinas son diferentes de las aguas dulces, y a su vez, las de los rios suelen ser distintas

a las habituales de los medios lacustres.
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Tabla 3. Identificacion del género bacteriano, Lab. de Microbiologia, durante el mes de marzo, 2017.

Caracteristicas

Céd. Geénero . Tincién Gram Pruebas Bioquimicas
culturales - Colonia
Bl Tamafio: 4 mm. TSI: K/IA
Superficie: lisa e _q’&, LIA: K/IK
Consistencia: blanda R "_ " "i_ fo’ CITRATO: (+)
8 Aspecto: brillante A “‘Zﬁ'&‘m P SIM: (-/+/+4)
s Color: beige il vt ¥ ﬁ»" UREA: (-)
3 Forma: irregular O% ¥ 108 . GAs:2+
Borde: ondulado i v :»‘) ‘,:?"-: A
Elevacion: convexa . ";.:Kg;{ A
B2 Tamafio: 3 mm. - TSI: A/A
Superficie: rugosa g "‘.’"\‘}‘ LIA: K/IK
© Consistencia: blanda ‘\ %R N S CITRATO: (+)
= Aspecto: s%'»' w' b2 ‘;'. " SIM: (-/+1/-)
2 traslucido/mate By \(‘I‘i‘ [ UREA: (-)
~ Color: beige ;?/ R GAS: 1+
Forma: irregular } A
Borde: ondulado et A P8
Elevacion: elevada
B3 Tamaiio: 3,5 mm. - CATALASA: positivo
" Superficie: lisa o T (+)
a3 Consistencia: “'f{'n . OTROS: desarrollo en
§ mucoide il = agar Base  Salado
kel Aspecto: brillante Arad % ¥ 3 Manitol.
> ) . s ¥y "'.-’ﬁ SRR
= Color: amarillo 5 ¢ o
8 Forma: irregular . :;’:f,"ww »
@ Borde: ondulado s T A
Elevacién: elevada .
B4 Tamafio: 3 mm. TSI: A/A
Superficie: lisa LIA: K/IK
© Consistencia: blanda CITRATO: (-)
S Aspecto: brillante SIM: (-/+/+)
5 Color: beige UREA: (-)
§ Forma: irregular GAS: 2+
w Borde: ondulado OTROS: colonia con
Elevacion: convexa brillo metélico en agar
M-Endo LES.
B5 Tamafio: 3,2 mm. CATALASA: negativo
Superficie: lisa )
§ Consistencia:
8 mucoide
S Aspecto: brillante
I Color: amarillo
&z Forma: circular
Borde: entero
Elevacion: elevada
B6 Tamafio: 4 mm. TSI: A/IA
Superficie: lisa LIA: K/IK
5 Consistencia: blanda CITRATO: (+)
= Aspecto: brillante SIM: (-/-1+)
S Color: beige UREA: (+)
2 Forma: circular GAS: 1+
w Borde: entero

Elevacion: convexa

SIM: Sulfuro de Hidrogeno/Indol/Movilidad; (+): Positivo; (-): Negativo.
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Figura 11. Aislamiento de cultivos puros: Serratia (a), Klebsiella (b), Staphylococcus (c), Escherichia
(d), Streptococcus (e), y Enterobacter (f); Laboratorio de Microbiologia, durante el mes de
febrero, 2017.
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4.2. Determinacion de la comunidad bacteriana de las aguas del rio Ramis,
resistentes in vitro al plomo (Pb) y al mercurio (Hg), a concentraciones de:
200, 500, 1000 y 2000 pg/ml.

A las bacterias aisladas e identificadas (Serratia, Klebsiella, Staphylococcus,
Escherichia, Streptococcus y Enterobacter), se les inoculd in vitro para experimentar la
resistencia bacteriana al plomo y al mercurio, en sus formas de Nitrato de plomo
[Pb(NOs).] y Cloruro de mercurio [HgCl;] respectivamente; a concentraciones de 200,
500, 1000 y 2000 pg/ml.

En los tratamientos realizados con Pb, Hg, y en combinacién de Pb y Hg, transcurrido
los 4 dias de la inoculacion en los medios de cultivo consistente en agar Miieller Hinton
con metales, se obtuvo crecimiento en todas las placas, tal como se observa en la Figura
12 y 13. Los recuentos bacterianos en el tratamiento control oscila entre los promedios
con valores de: 151 x 10° UFC/ml para Serratia, 147 x 10° UFC/ml para Klebsiella, 166
x 10° UFC/ml para Staphylococcus, 162 x 10° UFC/ml para Escherichia, 163 x 10°
UFC/mI para Streptococcus, y 144 x 10° UFC/mI para Enterobacter.

Los resultados del tratamiento con Pb a diferentes concentraciones, que se observan en
la Tabla 4, demuestran que los recuentos bacterianos presentan resistencia a este metal,
obteniéndose a la concentracion de 200 pg/ml recuentos bacterianos que oscilan entre
los promedios con valores de: 148 x 10° UFC/ml para Serratia, 87 x 10° UFC/ml para
Klebsiella, 162 x 10°® UFC/ml para Staphylococcus, 90 x 10° UFC/ml para Escherichia,
92 x 10° UFC/ml para Streptococcus, y 84 x 10° UFC/ml para Enterobacter; a la
concentracion de 500 pg/ml: 130 x 10° UFC/mI para Serratia, 83 x 10° UFC/ml para
Klebsiella, 91 x 10° UFC/ml para Staphylococcus, 64 x 10° UFC/ml para Escherichia,
84 x 10° UFC/ml para Streptococcus, y 56 x 10° UFC/ml para Enterobacter; a la
concentracion de 1000 pg/ml: 130 x 10° UFC/ml para Serratia, 79 x 10° UFC/ml para
Klebsiella, 86 x 10° UFC/ml para Staphylococcus, 61 x 10° UFC/ml para Escherichia,
71 x 10° UFC/mI para Streptococcus, y 53 x 10° UFC/ml para Enterobacter; y a la
concentracién de 2000 pg/ml: 65 x 10° UFC/mI para Serratia, 60 x 10° UFC/ml para
Klebsiella, 66 x 10° UFC/ml para Staphylococcus, 58 x 10° UFC/ml para Escherichia,
63 x 10° UFC/ml para Streptococcus, y 47 x 10° UFC/ml para Enterobacter.
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Los resultados del tratamiento con Hg a diferentes concentraciones, que se observan en
la Tabla 5, demuestran que los recuentos bacterianos presentan resistencia a este metal,
obteniéndose a la concentracion de 200 pg/ml recuentos bacterianos que oscilaron entre
los promedios con valores de: 135 x 10°® UFC/ml para Serratia, 128 x 10° UFC/ml para
Klebsiella, 93 x 10° UFC/ml para Staphylococcus, 127 x 10° UFC/ml para Escherichia,
128 x 10° UFC/ml para Streptococcus, y 116 x 10° UFC/mI para Enterobacter; a la
concentracion de 500 pg/ml: 133 x 10° UFC/ml para Serratia, 123 x 10° UFC/ml para
Klebsiella, 88 x 10° UFC/ml para Staphylococcus, 125 x 10° UFC/ml para Escherichia,
127 x 10° UFC/mI para Streptococcus, y 83 x 10° UFC/ml para Enterobacter; a la
concentracién de 1000 pg/ml: 129 x 10° UFC/ml para Serratia, 92 x 10° UFC/ml para
Klebsiella, 84 x 10° UFC/ml para Staphylococcus, 122 x 10° UFC/ml para Escherichia,
124 x 10° UFC/ml para Streptococcus, y 73 x 10° UFC/mI para Enterobacter; y a la
concentracion de 2000 pg/ml: 123 x 10° UFC/ml para Serratia, 63 x 10° UFC/ml para
Klebsiella, 68 x 10° UFC/ml para Staphylococcus, 116 x 10° UFC/ml para Escherichia,
121 x 10° UFC/ml para Streptococcus, y 34 x 10° UFC/ml para Enterobacter.

Los resultados del tratamiento con Pb y Hg a diferentes concentraciones, que se
observan en la Tabla 6, demuestran que los recuentos bacterianos presentan resistencia a
ambos metales en combinacion, obteniéndose a la concentracion de 200 pg/ml
recuentos bacterianos que oscilaron entre los promedios con valores de: 150 x 10°
UFC/ml para Serratia, 145 x 10° UFC/ml para Klebsiella, 163 x 10°® UFC/mI para
Staphylococcus, 161 x 10° UFC/ml para Escherichia, 95 x 10° UFC/ml para
Streptococcus, y 101 x 10° UFC/ml para Enterobacter; a la concentracién de 500
ng/ml: 146 x 10° UFC/ml para Serratia, 142 x 10° UFC/ml para Klebsiella, 92 x 10°
UFC/mI para Staphylococcus, 154 x 10° UFC/ml para Escherichia, 92 x 10° UFC/ml
para Streptococcus, y 98 x 10° UFC/mI para Enterobacter; a la concentracién de 1000
ng/ml: 91 x 10° UFC/mI para Serratia, 90 x 10° UFC/ml para Klebsiella, 62 x 10°
UFC/mI para Staphylococcus, 145 x 10° UFC/ml para Escherichia, 68 x 10° UFC/mlI
para Streptococcus, y 36 x 10° UFC/ml para Enterobacter; y a la concentracion de 2000
ug/ml: 87 x 10° UFC/mI para Serratia, 82 x 10° UFC/ml para Klebsiella, 58 x 10°
UFC/mI para Staphylococcus, 141 x 10° UFC/ml para Escherichia, 63 x 10° UFC/ml
para Streptococcus, y 33 x 10° UFC/mI para Enterobacter.
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Tabla 4. Cuantificacion de la comunidad bacteriana de las aguas del rio Ramis resistentes al plomo, en el

Laboratorio de Microbiologia, durante los meses de marzo a abril, 2017.

PLOMO
CONCENTRACION 0 pg/ml
BACTERIA Serratia  Klebsiella Staphylococcus Escherichia  Streptococcus Enterobacter
Repeticion | 155 158 173 168 172 151
Repeticion 11 152 145 167 161 163 144
Repeticion 111 146 139 159 156 155 138
X 151 147 166 162 163 144
D.S. 4,6 9,7 7 6 8,5 6,5
C.V. (%) 3 6,6 4,2 3,7 52 4,5
CONCENTRACION 200 pg/ml
BACTERIA Serratia  Klebsiella Staphylococcus Escherichia  Streptococcus Enterobacter
Repeticion | 152 96 171 96 98 94
Repeticién 11 148 88 163 90 93 82
Repeticion 111 145 77 152 85 86 76
X 148 87 162 90 92 84
D.S. 3,5 9,5 9,5 55 6 9,2
C.V. (%) 2,4 11 5,9 6,1 6,5 10,9
CONCENTRACION 500 pg/ml
BACTERIA Serratia  Klebsiella Staphylococcus Escherichia  Streptococcus Enterobacter
Repeticion | 138 92 97 72 90 61
Repeticion 11 131 81 91 63 84 56
Repeticion 111 122 75 84 57 79 51
X 130 83 91 64 84 56
D.S. 8 8,6 6,5 7,5 55 5
C.V. (%) 6,2 10,4 7,2 11,8 6,5 8,9
CONCENTRACION 1000 pg/mi
BACTERIA Serratia  Klebsiella Staphylococcus Escherichia  Streptococcus Enterobacter
Repeticion | 136 83 92 69 77 58
Repeticion 11 129 79 86 62 72 53
Repeticion 111 125 74 79 53 65 47
X 130 79 86 61 71 53
D.S. 5,6 4,5 6,5 8 6 55
C.V. (%) 4,3 5,7 7,6 13,1 8,5 10,5
CONCENTRACION 2000 pg/ml
BACTERIA Serratia  Klebsiella Staphylococcus Escherichia Streptococcus Enterobacter
Repeticion | 71 66 73 64 71 52
Repeticion 11 66 61 65 58 63 49
Repeticion 111 59 52 59 51 54 40
X 65 60 66 58 63 47
D.S. 6 7,1 7 6,5 8,5 6,2
C.V. (%) 9,2 11,9 10,7 11,3 13,6 13,3

X = Promedio; D.S. = Desviacion estandar; C.V. = Coeficiente de variacion.

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO &1[L5T Nacional del
| Attiplano

Tabla 5. Cuantificacion de la comunidad bacteriana de las aguas del rio Ramis resistentes al mercurio, en

el Laboratorio de Microbiologia, durante los meses de marzo a abril, 2017.

MERCURIO
CONCENTRACION 0 pg/ml
BACTERIA Serratia  Klebsiella Staphylococcus Escherichia  Streptococcus Enterobacter
Repeticion | 155 158 173 168 172 151
Repeticion 11 152 145 167 161 163 144
Repeticion 111 146 139 159 156 155 138
X 151 147 166 162 163 144
D.S. 4,6 9,7 7 6 8,5 6,5
C.V. (%) 3 6,6 4,2 3,7 52 4,5
CONCENTRACION 200 pg/ml
BACTERIA Serratia  Klebsiella Staphylococcus Escherichia  Streptococcus Enterobacter
Repeticion | 141 138 99 133 136 123
Repeticién 11 136 127 94 128 126 115
Repeticion 111 129 118 86 121 122 109
X 135 128 93 127 128 116
D.S. 6 10 6,6 6 7,2 7
C.V. (%) 4,5 7,8 7,1 4.7 5,6 6,1
CONCENTRACION 500 pg/ml
BACTERIA Serratia  Klebsiella Staphylococcus Escherichia  Streptococcus Enterobacter
Repeticion | 139 131 93 132 134 91
Repeticion 11 135 123 90 125 126 82
Repeticion 111 126 115 82 119 120 77
X 133 123 88 125 127 83
D.S. 6,7 8 5,7 6,5 7 7,1
C.V. (%) 5 6,5 6,4 5,2 55 8,5
CONCENTRACION 1000 pg/mi
BACTERIA Serratia  Klebsiella Staphylococcus Escherichia  Streptococcus Enterobacter
Repeticion | 133 98 89 129 131 81
Repeticion 11 129 92 85 122 124 73
Repeticion 111 125 86 78 115 117 66
X 129 92 84 122 124 73
D.S. 4 6 6 7 7 8
C.V. (%) 3,1 6,5 6,6 57 5,6 10,2
CONCENTRACION 2000 pg/ml
BACTERIA Serratia  Klebsiella Staphylococcus Escherichia Streptococcus Enterobacter
Repeticion | 130 69 75 121 125 43
Repeticion 11 122 65 68 117 123 36
Repeticion 111 117 54 60 111 114 24
X 123 63 68 116 121 34
D.S. 6,6 7,8 7,5 5 5,9 9,6
C.V. (%) 53 12,4 11,1 4,3 4,9 28

X = Promedio; D.S. = Desviacién estdndar; C.V. = Coeficiente de variacion.
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Tabla 6. Cuantificacion de la comunidad bacteriana de las aguas del rio Ramis resistentes al plomo vy al

mercurio, en el Laboratorio de Microbiologia, durante los meses de marzo a abril, 2017.

PLOMO Y MERCURIO

CONCENTRACION 0 pg/ml

BACTERIA Serratia  Klebsiella Staphylococcus Escherichia  Streptococcus Enterobacter
Repeticion | 155 158 173 168 172 151
Repeticion 11 152 145 167 161 163 144
Repeticion 111 146 139 159 156 155 138

X 151 147 166 162 163 144
D.S. 4,6 9,7 7 6 8,5 6,5
C.V. (%) 3 6,6 4,2 3,7 52 4,5
CONCENTRACION 200 pg/ml

BACTERIA Serratia  Klebsiella Staphylococcus Escherichia  Streptococcus Enterobacter
Repeticion | 156 152 171 166 104 106
Repeticién 11 150 147 164 160 93 102
Repeticion 111 144 135 155 158 88 94

X 150 145 163 161 95 101
D.S. 6 8,7 8 4,2 8,2 6,1
C.V. (%) 4 6 4,9 2,6 8,6 6,1
CONCENTRACION 500 pg/ml

BACTERIA Serratia  Klebsiella Staphylococcus Escherichia  Streptococcus Enterobacter
Repeticion | 151 148 96 159 101 103
Repeticion 11 148 143 92 153 92 99
Repeticion 111 139 134 87 149 84 91

X 146 142 92 154 92 98
D.S. 6,2 7,1 4,5 5 8,5 6,1
C.V. (%) 4,3 5 4,9 3,3 9,2 6,3
CONCENTRACION 1000 pg/mi

BACTERIA Serratia  Klebsiella Staphylococcus Escherichia  Streptococcus Enterobacter
Repeticion | 96 93 68 149 75 45
Repeticion 11 91 91 63 144 66 38
Repeticion 111 87 87 54 141 62 24

X 91 90 62 145 68 36
D.S. 45 3,1 7,1 4 6,7 10,7
C.V. (%) 4,9 3,4 11,5 2,8 9,8 30
CONCENTRACION 2000 pg/ml

BACTERIA Serratia  Klebsiella Staphylococcus Escherichia Streptococcus Enterobacter
Repeticion | 92 89 65 146 71 42
Repeticion 11 89 82 59 142 64 35
Repeticion 111 79 76 51 135 53 22

X 87 82 58 141 63 33
D.S. 6,8 6,5 7 5,6 9,1 10,1
C.V. (%) 7,9 7,9 12 3,9 14,5 30,8

X = Promedio; D.S. = Desviacién estdndar; C.V. = Coeficiente de variacion.

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO k8 Nacional del

Altiplano

Figura 12. Desarrollo de las bacterias resistentes al plomo y al mercurio, en el Laboratorio de

Microbiologia, durante el mes de marzo, 2017.

Figura 13. Tratamiento con plomo y mercurio, a diferentes concentraciones y con diferentes géneros

bacterianos, en el Laboratorio de Microbiologia, durante el mes de marzo, 2017.

Realizado el analisis con estructura factorial de tratamientos de 3x4x6 y la prueba de
Tukey a los recuentos bacterianos, se demostré que en el tratamiento con mercurio y el
tratamiento en combinacion de plomo y mercurio presentan promedios casi similares,
demostrando que estos tratamientos no presentan diferencia estadistica significativa;
pero estos tratamientos si presentan diferencia estadistica significativa respecto al
tratamiento con plomo donde los resultados de sus promedios son menores y los
recuentos bacterianos son muy bajos. Los tratamientos mencionados anteriormente a
comparacion con el tratamiento control donde los resultados de sus promedios son
mayores, demuestran que si existe diferencia estadistica significativa (Fc = 54,53; gl =
3; p-valor = <0,0001), (Tabla 8), todos estos resultados también se representan

graficamente en la Figura 14.
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Figura 14. Comparacion de los recuentos bacterianos en los tratamientos realizados, durante el mes de
abril, 2017.

De acuerdo al andlisis realizado, los recuentos bacterianos demuestran que las cuatro
concentraciones de plomo y mercurio, siendo estas de 200, 500, 1000 y 2000 pg/mi
presentan diferencia estadistica significativa entre ellas; el recuento bacteriano en la
Gltima concentracion de 2000 pg/ml resultd ser el mas menor respecto a las demas
concentraciones. En el control, donde la concentracion de estos metales es cero (medio
de cultivo sin ningin metal) el recuento bacteriano resultd ser el mas mayor y presenta
diferencia estadistica significativa respecto a las concentraciones con metales (Fc =
49,19; gl = 2; p-valor = <0,0001), (Tabla 8), estos resultados se representan

graficamente en la Figura 15.
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Figura 15. Comparacion de los recuentos bacterianos en las concentraciones realizadas, durante el mes
de abril, 2017.

Conforme al anélisis realizado, los recuentos bacterianos respecto a las bacterias
demuestran que entre los géneros Serratia y Escherichia no presentan diferencia
estadistica significativa; entre los géneros Klebsiella, Streptococcus y Staphylococcus
tampoco presentan diferencia estadistica significativa, pero estos dos grupos de
bacterias mencionados si presentan diferencia estadistica significativa entre si. El
género Enterobacter es el uUnico que presenta diferencia estadistica significativa
respecto a los dos grupos de bacterias mencionados anteriormente donde estan incluidos
los géneros restantes (Fc = 25,86; gl = 5; p-valor = <0,0001), (Tabla 8). Los recuentos
bacterianos con promedios mas elevados los poseen Serratia y Escherichia, seguida de
Klebsiella, Streptococcus y Staphylococcus, y siendo la menos elevada el género

Enterobacter; estos resultados también se representan graficamente en la Figura 16.

La interaccion realizada en el analisis con estructura factorial de tratamientos demostrd
que entre los factores: metales, concentracidn, y bacterias, existe diferencia estadistica
significativa entre todos los factores (Fc = 82,33; gl = 77; p-valor = <0,0001), (Tabla 9).
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Figura 16. Comparacion de los recuentos bacterianos en los géneros bacterianos inoculados, durante el
mes de abril, 2017.

De acuerdo a lo resultados obtenidos, la comunidad bacteriana de las aguas del rio
Ramis en su totalidad es resistente al plomo y al mercurio en concentraciones de una
minima de 200 pg/ml y una concentracion méxima de 2000 pg/ml, las bacterias aisladas
y plenamente identificadas que fueron inoculadas para los tratamientos con diferentes
metales y concentraciones fueron ampliamente resistentes comparado con las bacterias
inoculadas en una investigacion similar reportada por Ara et al. (2007), donde aislaron
dieciocho morfotipos que desarrollaron en placas con arsénico, de los cuales el 100%
fueron bacilos grampositivos con crecimiento en medio Mdueller Hinton con Arsénico
bajo la forma de arsenito de sodio en concentraciones menores o iguales a 200 pg/ml,
pero que a concentraciones mayores su comportamiento fue diferente; nueve de ellos
que representa el 50%, se desarrollaron en la concentracion mas alta de 600 pg/ml y
solo un 22% crecieron en medio M9 sélido suplementado con arsénico como Unica

fuente de energia.
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Por otro lado, en una investigacion reportada por Moraga et al. (2003), sobre resistencia
a metales pesados donde trabajaron con bacterias aisladas de la bahia Iquique (Chile),
de las cepas que fueron estudiadas el 100% fue resistente al plomo y arsénico, el 77,7%
al cobre y el 36,4% al niquel. Similarmente, en una investigacion reportada por
Martinez et al. (2010), sobre resistencia a antibidticos y a metales pesados en bacterias
aisladas del rio Almendares (Cuba), indican que la resistencia microbiana al plomo,
cromo y cadmio de las cepas que fueron estudiadas, en su totalidad presentaron

resistencia a estos metales.

Las que presentan mayor resistencia a los metales pesados son Serratia y Escherichia,
seqguida de Klebsiella, Streptococcus y Staphylococcus, la de menor resistencia y
probablemente la mas sensible a los metales pesados es Enterobacter; por otro lado,
segun Martinez et al. (2010), en su investigacion indica que el género Micrococcus tuvo
un comportamiento diferente frente al cadmio donde le correspondié el maximo de
resistencia frente a este metal, seguido de los géneros Pseudomonas, Staphylococcus,
Acinetobacter, Bacillus y Neisseria; por su parte, segun Moraga et al. (2003), en su
investigacion indica que solo el 27% de cepas en estudio crecieron en un medio
suplementado con cobre y la mayor parte de estas cepas correspondieron a bacterias no
fermentadoras, gramnegativas pertenecientes al género Pseudomonas, principalmente P.

maltophilia, y algunas correspondientes al género Alcaligenes.

Una de las bacterias mas resistentes al plomo y al mercurio aislada del rio Ramis es del
género Serratia, tal como se demuestra en la investigacion, la resistencia que presenta
probablemente se deba a diversos mecanismos moleculares y genéticos propios que
posee la bacteria, en comparacion con las demas bacterias encontradas que no poseen
dichos mecanismos; tal como lo afirma Granados y Villaverde (2003), donde menciona
que Serratia presenta resistencia a los antibioticos e incluso a los desinfectantes.

La comunidad bacteriana de las aguas del rio Ramis no fue muy abundante al obtenerse
recuentos por debajo en comparacion con otras investigaciones realizadas en otros
lugares. No obstante, esta comunidad bacteriana en su totalidad son capaces de tolerar
concentraciones de plomo y mercurio de hasta 2000 pg/ml, esto se deberia
probablemente al proceso de especiacion y disolucion por el largo periodo de tiempo

que las aguas de este rio han contenido a estos metales provenientes de fuentes mineras;
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esto es respaldado por Moreno (2003), donde afirma que las principales fuentes de
liberacion de mercurio elemental al medio ambiente son los procesos naturales de
volatilizacién a partir de depdsitos minerales y volcanes principalmente, se calcula que
estos procesos liberan mercurio a la atmosfera, el cual pasa al agua y al suelo
posteriormente. Por otro lado, segin Rosas (2005), menciona también que las
actividades humanas producen diferentes tipos de vertidos que conllevan a incrementar

la concentracion de metales pesados en los sedimentos fluviales.

La resistencia al plomo y mercurio que presenta la comunidad bacteriana de las aguas
del rio Ramis, de acuerdo a los resultados obtenidos, donde la particularidad de los
géneros bacterianos resistentes a estos metales pesados es que en su mayoria 75% son
bacterias gramnegativas clasificadas en su totalidad como enterobacterias, y solo un
25% son bacterias grampositivas; probablemente esto se deba a que en estas aguas,
exista en mayor proporcion bacterias provenientes del tracto intestinal del hombre como
enterobacterias, y en menor proporcion otras; esto es respaldado por Moraga et al.
(2003), donde afirma que la presencia de bacterias entéricas en el agua se debe al efecto
de la descarga de aguas servidas, lo que posibilita la ocurrencia de un intercambio
génico entre éstas y la comunidad bacteriana autdctona, mediante la transferencia

horizontal de determinantes de resistencia, como por ejemplo los plasmidos.

En relacién a la resistencia especificamente al mercurio, diversos estudios demuestran
que algunas bacterias son capaces de transformar el mercurio en otras formas menos
toxicas, y es probable que dicho proceso también la realicen las bacterias aisladas del
rio Ramis; tal como lo afirma Madigan et al. (2009), donde menciona que a
concentraciones suficientemente altas, el Hg®* y el CHzHg" son téxicos no sélo para los
organismos superiores, sino también para los microorganismos. A pesar de esto, algunas
bacterias pueden llevar a cabo la biotransformacion del mercurio toxico en formas no
toxicas. En las bacterias gramnegativas resistentes al mercurio, la enzima mercurico-
reductasa ligada a NADPH reduce el Hg®* a Hg®, que es volatil pero no resulta toxico

para los humanos ni los microorganismos.

Todas las bacterias que fueron sometidas a los tratamientos en la investigacion
presentaron resistencia a los dos metales pesados, esto se demuestra claramente en los

recuentos bacterianos obtenidos, dicha resistencia probablemente se deba a la
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interaccion del microorganismo con el metal; tal como lo afirma Bautista (2008), donde
menciona que los microorganismos estan expuestos a diversos tipos de metales y
metaloides en el ambiente, por lo que es de esperarse diversos mecanismos de
interaccion especificos de acuerdo al tipo de especie de microorganismo y de metal. A
veces estos mecanismos pueden ser en beneficio y otros en perjuicio del organismo, ya
que la naturaleza de la interaccién del microorganismo con el metal es compleja y
variada; la cual depende de factores como las caracteristicas de los metales, del

metabolismo microbiano y de la estructura de la pared celular.

Por otro lado, es preciso mencionar que la resistencia que presentan las bacterias, es
probable que también se deba a los diversos mecanismos genéticos que posee la
bacteria; esto es respaldado por Vullo (2003), donde menciona que dentro de la amplia
diversidad microbiana, existen microorganismos resistentes que se caracterizan por
poseer mecanismos de detoxificacion codificados genéticamente, inducidos por la
presencia del metal, y microorganismos tolerantes a los metales que son indiferentes a la
presencia o ausencia de metal. Tanto los microorganismos resistentes como tolerantes
son de particular interés como captores de metales en sitios contaminados, debido a que
ambos pueden extraer los contaminantes; por su parte Marrero et al. (2010), indica que
los determinantes genéticos que codifican las proteinas involucradas en los mecanismos
de resistencia a metales, se encuentran generalmente localizados en el cromosoma

bacteriano, en elementos moviles como plasmidos o transposones o en ambos.

Por ultimo, también es probable que dicha resistencia al plomo y mercurio que
presentan las bacterias, pueda deberse al metabolismo propio que tienen las bacterias o
que posiblemente hayan desarrollado dentro de su habitat; tal como lo afirma Silver y
Phung (2005), donde indica que los sistemas desarrollados por las bacterias para que
toleren los efectos nocivos de los metales toxicos son diversos; por su parte Cervantes et
al. (2006), menciona que estos sistemas, se encuentran involucrados a los componentes
celulares que capturan los iones neutralizando su toxicidad, enzimas que modifican el
estado redox de los metales o metaloides que los convierte en formas menos toxicas, y
transportadores ubicados en la membrana que expulsan las especies nocivas desde el
citoplasma celular; por otro lado, segun Brown et al. (2006), menciona que la
resistencia a metales pesados es el resultado de la intervencion de multiples sistemas

con especificidad de sustrato diferentes, pero que comparten las mismas funciones.
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V. CONCLUSIONES

La cuantificacion de la comunidad bacteriana de las aguas del rio Ramis, fue de 1,09 x
10° UFC/ml en el borde del afluente, de 1,58 x 10° UFC/ml a 10 cm de profundidad del
agua que discurre a dos metros del borde, y de 2,55 x 10° UFC/ml a 40 cm de
profundidad del agua que discurre a dos metros del borde; presentando diferencia
estadistica significativa (Fc = 1157,27; gl = 2; p-valor = <0,0001), ademas se identifico
seis géneros bacterianos: Serratia, Klebsiella, Staphylococcus, Escherichia,

Streptococcus y Enterobacter.

La comunidad bacteriana aislada a partir de las aguas del rio Ramis, fue resistente al
plomo y al mercurio a concentraciones de 200, 500, 1000 y 2000 pg/ml; en el cual se
obtuvo recuentos bacterianos promedios que oscilan entre 65-150 x 10° UFC/ml en
Serratia, 60-145 x 10° UFC/ml en Klebsiella, 62-163 x 10° UFC/mI en Staphylococcus,
58-161 x 10° UFC/mI en Escherichia, 63-128 x 10° UFC/mI en Streptococcus, y 33-116
x 10° UFC/ml en Enterobacter; presentando diferencia estadistica significativa entre

todos los factores a (Fc = 40,04; gl = 11; p-valor = <0,0001).
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VI. RECOMENDACIONES

Realizar investigaciones de degradacion del plomo y mercurio por la comunidad
bacteriana de las aguas del rio Ramis, variando los valores de pH para su mejor
degradacion.

Realizar estudios a nivel de planta piloto en sistemas de biodiscos con la comunidad
bacteriana de las aguas del rio Ramis, que presenta resistencia y degradacion al plomo y

al mercurio.

Realizar la identificacion y caracterizacién molecular de las especies bacterianas de las

aguas del rio Ramis, que presenta resistencia y degradacion al plomo y al mercurio.
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Figura 17. Medicién geografica del lugar de la Figura 18. Medicién de pH y Temperatura de las
toma de muestra en el rio Ramis, durante los meses aguas del rio Ramis, durante los meses de

de diciembre a enero, 2017. diciembre a enero, 2017.

Figura 19. Toma de muestra de agua proveniente Figura 20. Diluciones de las muestras de aguas

del rio Ramis, durante los meses de diciembre a para la cuantificacion bacteriana del Ramis, Lab.

enero, 2017. de Microbiologia, durante el mes de enero, 2017.
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Figura 21. Medicion y elevacion del pH a 8 del Figura 22. Incubacidn de los cultivos a 25°C por 4
medio de cultivo preparado con Agar Mieller dias, Lab. de Microbiologia, durante los meses de
Hinton, Lab. de Microbiologia, durante los meses enero a febrero, 2017.

de enero a febrero, 2017.
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Figura 23. Cuantificacidn bacteriana de las aguas Figura 24. Recuento de los cultivos bacterianos
del rio Ramis, Lab. de Microbiologia, durante el realizados a través de las diluciones, Lab. de

mes de enero, 2017. Microbiologia, durante el mes de enero, 2017.

Figura 25. Colonias bacterianas seleccionadas para Figura 26. Observacion microscopica de la tincion
la identificacion de bacterias, Lab. de Gram realizada, Lab. de Microbiologia, durante el
Microbiologia, durante el mes de febrero, 2017. mes de febrero, 2017.
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Figura 27. Observacion de la prueba de la catalasa Figura 28. Cultivo de las bacterias en pruebas
realizada a las bacterias grampositivas (B3: bioquimicas, medios selectivos y diferenciales,
Staphylococcus, B5: Streptococcus); Lab. de para la identificacion de las bacterias; Lab. de

Microbiologia, durante el mes de febrero, 2017. Microbiologia, durante el mes de febrero, 2017.
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Figura 29. Incubacién de los cultivos bacterianos Figura 30. Reaccidn de las pruebas bioguimicas
en pruebas bioquimicas, medios selectivos y realizadas a las bacterias gramnegativas, Lab. de
diferenciales, Lab. de Microbiologia, durante el Microbiologia, durante el mes de febrero, 2017.
mes de febrero, 2017.

A

Figura 31. Crecimiento del género Staphylococcus Figura 32. Crecimiento del género Escherichia en
en Agar Base Salado Manitol, Lab. de Agar M-Endo LES, Lab. de Microbiologia, durante

Microbiologia, durante el mes de febrero, 2017. el mes de febrero, 2017.

Figura 33. Medio Agar Mueller Hinton con Figura 34. Sembrado por la técnica de vertido en
diferentes concentraciones de Pb y Hg, Lab. de placa, Lab. de Microbiologia, durante el mes de
Microbiologia, durante el mes de marzo, 2017. marzo, 2017.
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Figura 35. Recuento bacteriano de los cultivos realizados en contador de colonias, Lab. de

Microbiologia, durante el mes de marzo a abril, 2017.

Tabla 7. Analisis de varianza y prueba de Tukey del recuento bacteriano de las muestras de agua, durante
el mes de abril, 2017.

Analisis de la varianza

Variable N RZ R?® Aj CWV
RECUENTO BACTERIANO 9 1,00 1,00 8,68

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 128355920622,22 2 64177960311,11 1157,27 <0,0001
MUESTRAS DE ESTUDIO 128355920622,22 2 64177960311,11 1157,27 <0,0001
Error 332738933,33 6 55456488, 89
Total 128688659555,56 8

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=18656,26733
Error: 55456488,8889 gl: 6
MUESTRAS DE ESTUDIO Medias n E.E.

M1 1086,67 3 4299,48 A
M2 1580,00 3 4299,48 A
M3 254666,67 3 4299, 48 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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Tabla 8. Andlisis con estructura factorial de tratamientos para los recuentos bacterianos resistentes al

plomo y al mercurio, durante el mes de abril, 2017.

BAnalisis de la varianza

Variable N Rz R2AL G
RECUENTOS BACTERIANOS 234 0,66 0,65 21,24

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I)

F.V. sC gl CM E p—valor
Modelo. 208718,24 11 18974,39 40,04 <0,0001
TRATAMIENTOS 52025 3 25840,42 54,53 <0,0001
CONCENTRACIONES 69931, 05 3 23310,35 49,19 <0,0001
BACTERIAS 61265, 94 5 12253,19%9 25,86 <0,0001
Error 105196,11 222 473,86
Total 313914,35 233

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=12,35068
Error: 473,8564 gl: 222
TRATAMIENTOS Medias n E.E.

METAL 1 BREPAF DL AG T,
COMBINACION 103,89 72 2,57 B
METAL 2 106,50 72 2,57 B
CONTROL 155,67 18 5,14 C

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=13,54587
Frror: 473,8564 gl: 222
CONCENTRACIONES Medias n E.E.

ca 74,81 54 2,97 A

c3 88,63 54 2,97 B

c2 106,17 54 2,97 c

c1 122,56 54 2,97 D

co 155,67 18 5,14 E

Medias con una letra comiin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=14,07506
Error: 473,8564 gl: 222
BACTERIAS Medias n E.E.

B6 73,67 39 3,49 A

B3 98,33 39 3,49 B

B5 99,31 39 3,49 B

B2 101,51 39 3,49 B

B4 117,44 39 3,49 c
B1 124,59 39 3,49 c

Medias con una letra comiin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Tabla 9. Prueba de interaccién entre los factores metales, concentracion, y bacterias; durante el mes de
abril, 2017.

Anilisis de la varianza

Variable N R* R* Aj CV
Recuento bacteriano 234 0,98 0,96 6,78

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I)

F.V. sC gl CM F p-valor
Modelo. 306375,01 77 3978,90 82,33 <0,0001
Metales 77521,25 3 25840,42 534,68 <0,0001
Concentracidn 69931, 05 3 23310,35 482,33 <0,0001
Metales*Concentracidén 9922,44 6 1653,74 34,22 <0,0001
Bacterias 61265,94 5 12253,19 253,54 <0,0001
Metales*Bacterias 547%99,08 15 353,27 75,59 <0,0001
Concentracidn*Bacterias 16348,42 15 1089,89 22,55 <0,0001
Metales*Concentracidon*Bact. . 16586,84 30 552,89 11,44 <0,0001
Error 7539,33 1506 48,33
Total 313914,35 233
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