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RESUMEN

La investigacion se realizo en la region Puno en las aguas de la bahia interior del lago
Titicaca durante los meses de enero a marzo 2017 y el proceso experimental en el
laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Ciencias Biologicas de la UNA - Puno.
Los objetivos fueron: 1. Cuantificar coliformes totales (CT) y Escherichia coli aislada de
muestras de agua de las zonas isla Espinar e isla Esteves de la Bahia Interior de Puno,
mediante la técnica del recuento en placa y 2. Evaluar la resistencia de coliformes totales
y Escherichia coli a concentraciones de 1, 5, 10 y 50 mg/l de cloruro de mercurio. Se
analizaron 18 muestras, 9 procedentes de cada zona. La metodologia utilizada fue
recuento en placa para Escherichia coli. Para el método experimental se evaluaron las
concentraciones de 1, 5, 10 y 50 mg/l de HgCl>. El método estadistico aplicado fue el
analisis de varianza (ANVA) y la prueba de Duncan. Resultados: los recuentos
bacterianos promedios de CT fueron entre 141.00 y 648 UFC/100 mL en la zona de la
isla Espinar y entre 426.00 y 1170.67 UFC/100 mL en la zona de la isla Esteves, los
recuentos promedios de E. coli, fueron entre 81.00 y 223.33 UFC/100 mL en la zona de
la isla Espinar y entre 26.33 y 120.00 UFC/100 mL en la zona de la isla Esteves, segln
ANVA resulto significativo (P < 0.05) por zonas de muestreo. El resultado de la
evaluacion de la resistencia fue de 359.00 y 402.33 UFC/mL a 1 mg/L de HgCl,, de
310.33 y 340.67 UFC/mL a 5 mg/L de HgCl>, de 60.00 a 57.33 UFC/mL a 10 mg/L de
HgCloy de 19.33 a 17.00 UFC/mL a 50 mg/L de HgCl2, segin ANVA 'y la prueba de
Duncan, los crecimientos bacterianos presentaron diferencia estadistica significativa (P <
0.05). Se concluye que los recuentos de CT y de Escherichia coli fueron mayores en la
isla Espinar con respecto a los recuentos en muestras de la isla Esteves y las bacterias
disminuyen su crecimiento en el ndmero de colonias segin se incrementa la

concentracion de HgCl. en el medio de cultivo.

Palabras clave: bahia interior de Puno, coliformes totales, Escherichia coli, cloruro de

mercurio, resistencia.

viii
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I. INTRODUCCION

En la ciudad de Puno, el incremento poblacional esta causando graves problemas
ambientales debido al vertimiento de efluentes residuales urbanos y domésticos en el
ecosistema acuatico de la Bahia Interior de Puno. La liberacion de compuestos toxicos y
bacterias patdgenas resistentes a varios quimicos, presentes en aguas residuales,
constituyen la causa de la contaminacion de éste y otros ecosistemas acuaticos, en

particular los rios y lagos.

Escherichia coli, presente en las aguas residuales de la bahia interior de Puno, cercanas a
la Isla Espinar serian el resultado de las descargas de aguas residuales sin un tratamiento
adecuado, su contacto con diferentes contaminantes procedentes de las diferentes
actividades humanas, es probable que incrementen su resistencia al mercurio, por lo que
se planifica la realizacion de la investigacion, para evaluar si poseen o no los mecanismos
de resistencia que se encontrarian insertados en los plasmidos de la bacteria Escherichia

coli presente en la bahia interior de Puno.

El mercurio, un elemento altamente toxico presente en la cuenca del lago Titicaca,
procede de las aplicaciones agricolas como fungicidas, industriales, los combustibles
fosiles, las amalgamas, componente de termometros, bujias, termostatos, lamparas
fluorescentes, cementeras, faros de automoviles, vertederos, la incineracion de residuos
médicos hospitalarios (Ortega et al., 2003), los aparatos eléctricos, como antiincrustante
en pinturas (Gaioli et al., 2012) , entre otros y se tiene la hipétesis de que procede de los
yacimientos mineros abandonados de los cerros Cancharani y Azoguine por erosion de

sus rocas, estas fuentes hacen que se deposite en las aguas de la bahia interior de Puno .

Muchos microorganismos como las bacterias Escherichia coli, ingresan a la Bahia
Interior de Puno por medio de las aguas residuales urbanas, y al contacto con estos
contaminantes, podrian generar la activacion de ciertos mecanismos de resistencia a los

metales que poseen en sus sistemas genéticos.

Por ello se plante6 la evaluacion de la resistencia de las bacterias Escherichia coli a cuatro
concentraciones de mercurio, debido a que se desea conocer si estas bacterias poseen

algiin mecanismo de resistencia y ulterior detoxificacion del cloruro de mercurio (HgCly),

1
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y si se logra ello, constituiria en una alternativa de biorremediacion ambiental para la
remocion del mercurio y asi aportar con buscar una alternativa limpia y bioldgica para la
descontaminacién de mercurio utilizando bacterias nativas que habitan en ecosistemas
contaminados.

1.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar la resistencia de Escherichia coli al cloruro de mercurio en la bahia interior de
Puno.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
- Cuantificar coliformes totales y Escherichia coli aislada de muestras de agua de
las zonas de la isla Espinar e isla Esteves de la Bahia Interior de Puno, mediante
la técnica del recuento en placa.
- Evaluar la resistencia de coliformes totales y Escherichia coli a concentraciones
de 1, 5, 10 y 50 mg/I de cloruro de mercurio, aislados de las zonas de estudio isla

Espinar e isla Esteves de la Bahia Interior de Puno.
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Il. REVISION DE LITERATURA

2.1 ANTECEDENTES

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

recuperacion de ecosistemas contaminados por metales pesados.

Ara et al. (2009), examinaron la poblacion bacteriana autdctona del rio Maure (Pert)
tolerante el arsénico (As) y que podrian emplearse en procesos de biorremediacion en el
futuro, lograron aislar dieciocho (18) morfotipos de bacilos Gram positivos, tolerantes a
diferentes concentraciones de As (arsenito de sodio: 100, 120, 200, 400 y 600 mg/ml),
constituyendo el primer reporte de bacterias acuaticas autoctonas que utilizan As como
fuente de energia; Rosas (2008), encontr6 que los microorganismos presentan resistencia
por lo menos a un compuesto mercurial a una concentraciéon de 1 ppm formando
biopeliculas, que les permite resistir altas concentraciones de mercurio, entre las bacterias
seleccionadas se mencionan a la SEB8 — Hgl, SEB8 — Hg2, SEB8 — Hg3 y SEB8 — Hg4,
quienes toleraron 20 ppm de HgCl», considerandolas como candidatos potenciales para
procesos de biorremediacion, pero la cepa SEB1 — Hg5 presenta una concentracion

minima inhibitoria de 400 ppm que indica un grado de alta tolerancia a HgCl..

Estupifian et al. (2010), el objetivo principal fue la determinacién de la calidad
bacterioldgica (coliformes totales y Escherichia coli) del agua usada para el consumo de
los habitantes de las veredas Napoles, Ponchos y Sebastopol de San Antonio de

Tequendama y asi evaluar si es apta para su consumo. Determinaron que el estudio del

3
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agua no es apta para consumo humano porque existe coliformes totales en un 100% vy E.
coli en un 86.6%; por otro lado, Avila et al. (2014), analizaron la calidad bacterioldgica
del agua del humedal de Jaboque en época seca y época de lluvia. Obtuvieron recuentos
significativamente altos en UFC/100mL de coliformes totales y Enterococcus spp con un
conducta similar en época seca y época de lluvia, mientras que la cantidad de Escherichia

coli incremento en época de lluvia.

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

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

Barrera et al. (2013), evalud la contaminacion microbiolégica en los cuerpos acuéaticos
lago de Patzcuaro, ecosistema lacustre de Xochimilco, la laguna de Metztitlan y el lago
Zirahuén (México), donde el sedimento presentd mayor concentracion de coliformes
totales (CT) y coliformes fecales (CF), estos ultimos predijeron la presencia de
Salmonella y Shigella, por su parte, Martinez et al. (2010), evaluaron la resistencia a
antibidticos y a metales pesados en bacterias aisladas del rio Almendares (Cuba) y
reportaron que las cepas correspondientes a los géneros identificados, presentaron en su
totalidad resistencia a las tres concentraciones probadas para Pb y Cr (0.5, 1.0 y 1.5 mM),
Panigatti et al. (2012) usaron Escherichia coli para la biorremediacion de efluentes
contaminados por cromo (V1), evaluando el crecimiento y desarrollo de E. coli con
distintas concentraciones de Cr (VI), en diferentes tiempos y condiciones de trabajo y
Mufioz et al. (2012), evaluaron la biosorcion de metales pesados (Pb, Zn y Ag) por
microorganismos aislados de aguas residuales, y entre los microorganismos con mayores
capacidades de biosorcion, para los tres metales estudiados, se encuentra la bacteria

Klebsiella sp.
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El Ministerio del Ambiente (MINAM, 2013), indica que las aguas de la bahia interior de
Puno durante los afios 2012 y 2013, los valores de coliformes totales determinados a dos
profundidades, en quince puntos de monitoreo superan el limite establecido en los
Estandares de Calidad Ambiental segin la Categoria 4: Conservacion del Ambiente
Acuatico, presentado valores superiores a 2000 NMP/100 ml, por otro lado, los valores
de coliformes termotolerantes, también superan los Estandares de Calidad Ambiental
segun la Categoria 4. Conservacion del Ambiente Acuético, presentado valores
superiores a 1000 NMP/100 ml. Aunque los datos no son muy abundantes, algunas
concentraciones de arsénico y mercurio encontradas en pejerrey capturado en la Bahia de
Puno son muy altas (0.4 ppm de Hg), superiores a la norma para consumo humano,
constituyéndose este metal pesado en un contaminante muy peligroso de la bahia interior

de Puno.

Acevedo & Severiche (2013), aislaron un total de nueve géneros de bacterias marinas
resistentes a di — bromomercurio desde los sedimentos de playas del caribe colombiano,
de los cuales ocho corresponden a bacterias Gram negativas (Escherichia coli,
Enterobacter sp, Serratia sp, Klebsiella sp, Vibrio sp, Salmonella sp, Acinetobacter sp) y
1 a bacterias Gram positivas (Staphylococcus sp), presentaron resistencia frente al
compuesto, en las concentraciones de 10 ppm a 180 ppm, debido a su variabilidad
genética; por otro lado, Martinez et al. (2010), en el rio Almendares, aislaron bacterias
resistentes a antibioticos (método Kirby — Bauer) e iones metélicos (plomo, cromo y
cadmio), entre ellos los géneros Micrococcus, Staphylococcus, Bacillus Pseudomonas,
Acinetobacter y Neisseria, donde el 96% de las cepas resultaron multirresistentes a los
compuestos quimicos, indican la posibilidad de propagacion de cepas con
multirresistencia en el rio Almendares, las cuales podrian transferir y diseminar

determinantes de resistencia.

Las bacterias poseen resistencia basada en los grupos de genes del oper6on mer
permitiendo la detoxificacion enzimatica del metal (Barkay et al., 2003), su estructura
varia segn especie bacteriana, existiendo dos tipos de operones: de espectro reducido,
confiriendo la resistencia al mercurio (Hg) inorgéanico y los de espectro amplio, que le
confiere resistencia a Hg inorganico y organico, codificando una serie de enzimas para
desmetilar el Hg orgéanico a Hg inorganico, y luego reducir del Hg inorganico a Hg (0),

siendo menos tdxico y se puede liberar al medioambiente debido a su alta volatilidad. Las

5
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proteinas que codifican el oper6n mer cumplen funciones de regulacion, transporte y
reduccion, estos operones de resistencia a Hg son inducibles y se encuentran bajo un
control regulatorio a nivel transcripcional, tanto positiva como negativamente (Rojas et
al., 2011).

Diferentes microorganismos bacterianos fueron experimentados con el objetivo de
remover Hg a partir de los medios de cultivos sintéticos liquidos con alta eficiencia (Essa,
2012), tal como lo refiere Pepi et al. (2011), quienes publicaron una investigacion que
utilizaron bacterias capaces de producir biofilms y que pertenecieron a los géneros
Pseudomonas y Psychrobacter, tanto libres como inmovilizadas sobre piedra pémez, para
volatilizar Hg organico e inorganico con alta eficiencia, logrando remover hasta 190
ng/mL en 5 minutos; con respecto a la remocion del metil mercurio (MeHg), seria posible
a los mecanismos enzimaticos que poseen las bacterias, Lee et al. (2012), determinaron
que Pseudomonas balearica redujo un 97% de MeHg (20 ug/L) en 3 horas mientras que
Cabral et al. (2012) indicaron que Pseudomonas putida V1 volatilizé un 77% de MeHg
(2.5 uM), en sblo 24 horas. Adelaja & Keenan (2012), manifiestan que las bacterias
poseen un mecanismo de detoxificacion de MeHg, ya que obtuvieron que las cepas de
Pseudomonas fluorescens, Enterobacter cloacae, Citrobacter braakii y Alcaligenes

faecalis utilizan al MeHg como Unica fuente de carbono y energia.

Coila (2017), obtuvieron que Escherichia coli, Enterobacter sp y Klebsiella sp,
presentaron resistencia a los metales pesados en todas las concentraciones
experimentadas, Escherichia coli se desarrollé mejor en la presencia de Pb (entre 1230 y
3286 colonias), Enterobacter sp en presencia de Pb (entre 1564 y 2016 colonias) y Hg
(entre 1616 y 1932 colonias) y Klebsiella sp en presencia de Pb (entre 1152 y 1996
colonias) y Hg (entre 837 y 1450 colonias) encontrdndose una diferencia estadistica
significativa (P=0.001).
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2.2 MARCO TEORICO

2.2.1 El medio ambiente acuatico

El medio ambiente acuatico o ecosistema acuatico, es aquel ecosistema que tiene por
biotopo o biotipo a un cuerpo de agua, como lo son los mares, océanos, rios, lagos,
pantanos, arroyos, lagunas, entre otros. Los tipos mas destacados lo constituyen los
ecosistemas marinos y de agua dulce (Davikevin, 1999). Un ecosistema acuético es aquel
que existe en el agua, donde sus componentes vivos, vegetacion y animales conviven y se
desarrollan en el mismo cuerpo de agua. (Atlas, 2002). La hidrosfera, es una sustancia
esencial para que se lleve a cabo las reacciones bioquimicas que nos mantienen vivos, asi
como también afecta a la humanidad de muchas formas indirectas, moderando la
temperatura del planeta, permite transferir calor para muchos procesos industriales,
determina la fertilidad agricola, ya ha dado origen a muchos asentamientos humanos
como los puertos (Vega, 2007).

Los ecosistemas acuaticos disponen de una relevancia enorme a la hora del desarrollo de
diversas actividades como la agricultura, la provision de agua para consumo personal y la
produccion de ciertos productos. Atlas R. & Bartha R. 2002). Sin embargo, debemos
mencionar que la inescrupulosa y deficiente accion humana, materializada en la
contaminacion de las aguas, muchas veces es una amenaza concreta y directa a la
continuidad de la vida y de las especies (ABC, 2017). EI medio ambiente acuatico de la
bahia interior de Puno, recibe la gran mayoria de las descargas de aguas cloacales, es
receptor de los desperdicios de la ciudad, se constituye una fuente inadecuada y peligrosa
de agua potable, es usado para lavar la ropa, de letrina comunal, de zona de recreo donde
los nifios nadan, es una zona de pesca comercial, de fuente de forraje para el ganado, y la

zona marginal para la agricultura cuando el nivel del lago baja (Northcote et al., 1991).

2.2.2 Contaminacion del agua por metales pesados

La contaminacion ambiental se constituye en una de los mas importantes problemas que
afectan a la humanidad en el siglo XXI, originando la pérdida exponencial de la calidad
del aire, de los recursos hidricos y de los suelos (Chen et al., 2013). La tasa de
contaminacion del agua se estima en 2000 millones de metros cubicos a diario, y es

evidente la carencia de este recurso en los proximos afos, lo que podria comprometer el
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cumplimiento de uno de los objetivos de Desarrollo del Milenio de la Organizacion de
Naciones Unidas (2005 — 2015) (Reyes et al., 2016).

La contaminacion del agua por metales pesados se origina por via antropica y natural,
afectando a la seguridad alimentaria y la salud publica (Huang et al., 2014). Estudios
actuales manifiestan la presencia de metales pesados y metaloides como el mercurio (Hg),
arsenico (As), plomo (Pb), cadmio (Cd), zinc (Zn), niquel (Ni) y cromo (Cr) en hortalizas
como la lechuga, el repollo, la calabaza, el brocoli y la papa (Chen et al., 2013), mediante
el riego de aguas contaminadas (Li et al., 2015), asimismo se encontré metales en diversas
concentraciones en peces, carnes y leche, como resultado de su bio — acumulacion y

movilidad desde el ambiente a las fuentes hidricas (Singh et al., 2010).

Los cuerpos de agua se pueden caracterizar analizando basicamente tres componentes: su
hidrologia, sus caracteristicas fisicoquimicas y la parte bioldgica, los lagos como sistemas
acuaticos, poseen una velocidad relativamente baja entre 0.01 y 0.001 m/s (valores en la
superficie) este hecho hace que el agua permanezca en el sistema desde unos pocos dias
hasta varios afios y con respecto a la calidad del agua, esta se comporta o esta gobernada
de acuerdo con el estado trofico y con los periodos de estratificacion (Sierra, 2011).

Los metales pesados constituyen un serio problema ambiental debido a su toxicidad y a
sus repercusiones fisioldgicas tanto en los seres humanos como en animales, la
investigacion de la presencia de metales pesados en determinadas aguas, permite conocer
las rutas de contaminantes y su interaccidon con otras sustancias presentes en las aguas
(Contreras et al., 2004).

Bajo condiciones normales, tanto las aguas fluviales, de la zona costera, como las marinas,
contienen concentraciones muy bajas de metales pesados denominadas traza, del orden
de nanogramos por litro; en el sedimento pueden incrementarse debido a la presencia de

materia organica y arcilla (Contreras et al., 2004).

Ecoldgicamente hablando se clasifican dentro de los elementos menores y son no
conservativos, es decir, son quimica y biolégicamente reactivos. En la actualidad las

actividades humanas han incrementado su concentracion tanto en el agua como en el

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

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

N1

sedimento y en consecuencia en los organismos plancténicos y bentdnicos (Martinez,
2006).

2.2.3 Caracteristicas fisicoquimicas y riesgos para la salud del cloruro de mercurio
El cloruro de mercurio (HgCl>) es una sal soluble en el agua, de peso molecular 271.52,
punto de fusion 276 °C y punto de ebullicién 303 °C (Palacio et al., 2002). El HgCl>, es
muy toxico para los organismos acuaticos y es empleado en la industria agricola como

fungicida e insecticida (Mufioz & Palacio, 2010).

El cloruro de mercurio posee las siguientes caracteristicas fisicas y quimicas: su estado
fisico es solido, su apariencia es un polvo o cristal blanco, carece de olor, su pH es de 3.2
(solucién acuosa 0.2 M a 20 °C), su temperatura de ebullicién es de 304 °C, su
temperatura de fusion es de 277 °C, su densidad es de 5.440 kg/L, su presion de vapor es
de 1.0 mm Hg a 136.2 °C, su densidad de vapor es de 8.7 y su solubilidad es ligeramente
soluble en agua (6.6 — 7.4 g/100 ml de agua a 20 °C) (Winkler, 2018).

Entre los riesgos para la saludo del HgCl. se manifiestan los siguientes: su inhalacion es
toxica, afecta al sistema nervioso central, origina irritaciones en el tracto respiratoria, tos,
dolor, molestias al pecho y dificultad respiratoria, dolor de cabeza, nauseas, vomitos y
dolor abdominal, anemia, neumonitis, temblores, colapso y posibilidad de muerte por falla
renal (Ullrich et al. (2001). al contacto con la piel origina: irritaciones y posibles
quemaduras, enrojecimiento y dolor, puede ser absorbido a través de la piel, es toxico; al
contacto con los ojos origina: irritaciones y posibles quemaduras, vision borrosa,
ulceracion a la conjuntiva y corneal, posible dafio permanente; y su ingestion afecta al
sistema nervioso central, origina irritaciones y posibles quemaduras y ulceraciones, dolor
abdominal, nduseas, vomitos y diarrea, anemia, temblores, colapso y posibilidad de

muerte por falla renal (Winkler, 2018).

2.2.4 Ciclo del mercurio (Hg)
Los compuestos de mercurio estan distribuidos en distintos compartimentos que
completan su ciclo global, su concentracion, transformacion, movilidad y acumulacion

dependera de numerosos factores tales como el pH, la temperatura, presencia de
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componentes organicos, como también de las actividades microbianas y antropogénicas

(Figura 1).
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Figura 1. Distribucion del Hg en los diferentes compartimentos medioambientales.

Fuente: Ullrich et al. (2001).

La formacion del metil mercurio en las aguas naturales y sedimentos es un proceso clave
en el ciclo global del mercurio (Ullrich et al., 2001), siendo favorecida por la ausencia de
oxigeno, debido a ello se da mayoritariamente en aguas anaerobias y sedimentos por
procesos bidticos, también puede darse a través de la materia orgénica disuelta (acidos
hamicos) (Weber, 1993) o transmetilaciones con otros derivados organometalicos de
estafio y plomo (Wood, 1975), asimismo se identificaron bacterias reductoras de sulfuro
identificadas como Desulfovibrio desulfiricans siendo las principales encargadas de la
metilacion en los sedimentos anoxicos (King et al., 2002).

El contenido de metilmercurio presente en aguas es el resultado del balance entre los
procesos de metilacion y desmetilacién, mediante la actividad bacteriana que opone
resistencia a los organomercuriales, este proceso metabolico es factible gracias a la
presencia del gen organomercurial liasa permitiendo a la bacteria romper el enlace
mercurio — carbono (Oremland et al., 1991). El producto intermedio es el metilmercurio

y el producto final el dimetilmercurio, siendo inestable a pH bajo, produciendo
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metilmercurio, razon por la que se ubican en océanos a grandes profundidades, donde no
hay luz y el pH es alto y no en superficies ni en aguas continentales (Mason et al., 1999).
La concentracion resultante de metilmercurio nunca excede el 10% del mercurio total en
aguas oceanicas y el 20% en aguas continentales. EI metilmercurio es particularmente
inquietante porque entra a formar parte de la cadena tréfica, bioacumulandose, y por lo
tanto biomagnificandose, por tal motivo, en muchos peces de agua dulce y salada, asi
como en mamiferos acuéticos, se han encontrado concentraciones de mercurio muy

superiores a las de las aguas circundantes (Cabafiero, 2005).

2.2.5 Contaminacion de aguas dulces del lago por mercurio

El agua dulce posee importancia vital para la vida humana y para el bienestar econémico.
(Weinberg., 2010).los habitantes de cada territorio tuvieron siempre la necesidad de rios,
lagos, humedales y acuiferos subterraneos para su abastecimiento de agua (Singh et al.,
2010). Para su bebida, en el riego de los cultivos y en procesos industriales, siendo
considerados como proveedores de bastantes servicios y materias primas de valor
economico a la sociedad (Ramos, 2011), y sus servicios incluyen el control de las
inundaciones, el transporte, la recreacion, la purificacion de los deshechos urbanos e
industriales, el habitat para plantas y animales y la produccion de peces y otros alimentos

y bienes para el mercado (Baron et al., 2003).

La contaminacién por metales pesados y metaloides en los cuerpos acuéticos, constituye
una de las mas severas problematicas que comprometen la seguridad alimentaria y salud
publica a nivel internacional y nacional (Reyes et al., 2016), la pérdida de calidad del aire,
del recurso hidrico y de suelos disponibles para actividades agricolas se ha incrementado
exponencialmente (Chen et. al, 2013), la tasa de contaminaciéon del agua puede ser
estimada en 2000 millones de m2 diarios, pronosticando una evidente crisis de este recurso
para los proximos afios, la contaminacion del agua por metales pesados ocasionada por
via antropica y/o natural, afecta drasticamente la seguridad alimentaria y salud publica
(Huang et al., 2014).

Reportes actuales indican la presencia de metales pesados y metaloides tales como
mercurio (Hg), arsénico (As), plomo (Pb), cadmio (Cd), zinc (Zn), niquel (Ni) y cromo
(Cr) en hortalizas tales como la lechuga, repollo, calabaza, brocoli y papa (Chen et al.,

2013), proviniendo del uso para riego de aguas afectadas (Li et al., 2015), por otro lado,
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se reportan metales en diferentes concentraciones en peces, carnes y leche como producto
de la bioacumulacion y movilidad desde el ambiente a las fuentes hidricas (Singh et al.,
2010), siendo varias son las actividades humanas que generan la liberacion de mercurio
(Hg) en el medio ambiente, ya que esta presente en los combustibles fésiles, los minerales
metalicos y otros minerales, cuando se realiza la obtencién del carbén, mucho de su
contenido de Hg ingresa en el medio ambiente, cada vez que la poblacion utilice Hg en
forma intencional, gran parte se volatilizara en la atmosfera, actualmente el mayor uso se

da en la actividad minera de oro artesanales y de pequefia escala (Weinberg, 2010);

El mercurio es el elemento quimico, cuyo simbolo es Hg, su nimero atomico es 80 y
posee un peso atomico de 200.59, es un liquido blanco plateado a temperatura ambiente
(punto de fusion -38.4 °C o -37.46 °F); ebulle a 357 °C (675.05 °F) a presidn atmosférica,
el metal y sus compuestos son muy toxicos, formando soluciones llamadas amalgamas
con algunos metales (por ejemplo, oro, plata, platino, uranio, cobre, plomo, sodio y
potasio) (Ramos, 2011), entre sus compuestos, el mercurio se encuentra en los estados de
oxidacion 2+, 1+ y mas bajos, menudo los &tomos de Hg presentan dos enlaces covalentes,
este elemento se encuentra en variedad de productos de las casas, como barémetros,
termémetros, bombillas fluorescentes, los cuales puede causar efectos dafiinos, como
dafio a los nervios, al cerebro y rifiones, irritacion de los pulmones, irritacion de los ojos,

reacciones en la piel, vomitos y diarreas (Acevedo & Severiche, 2013).

El mercurio elemental y el metilmercurio son toxicos para el sistema nervioso central y
el periférico, su inhalacion de vapor de mercurio puede ser perjudicial para los sistemas
nervioso e inmunitario, el aparato digestivo y los pulmones y rifiones, con consecuencias
a veces fatales, las sales de mercurio inorganicas son corrosivas para la piel, los ojos y el
tracto intestinal y, al ser ingeridas, pueden resultar toxicas para los rifiones (Ramos, 2011),
las concentraciones de mercurio en los peces usualmente exceden en gran medida las
concentraciones en el agua donde viven, asimismo es comunmente encontrado en plantas,
pero este puede entrar en los seres humanos a través de vegetales y otros cultivos
(Monteagudo, 2002).

El mercurio entra en el ambiente como resultado de la ruptura de minerales de rocas y
suelos a través de la exposicién al viento y agua, la liberacién de mercurio desde fuentes

naturales ha permanecido en el mismo nivel a través de los afios, la gran mayoria del
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mercurio liberado por las actividades humanas es liberada al aire, a través de la quema de
productos fésiles, mineria, fundiciones y combustion de residuos sélidos (Monteagudo,
2002), el mercurio que ha alcanzado las aguas superficiales o suelos los microorganismos
pueden convertirlo en metil mercurio, una substancia que puede ser absorbida
rdpidamente por la mayoria de los organismos y es conocido que dafia al sistema nervioso,
siendo los peces son organismos que absorben gran cantidad de metil mercurio de agua
superficial cada dia, los efectos del mercurio en los animales son dafio en los rifiones,
trastornos en el estbmago, dafio en los intestinos, fallos en la reproduccion y alteracion
del ADN (Madigan et al., 2009).

2.2.6 Contaminacion bioldgica del agua

Bacterias indicadoras de contaminacion fecal

Escherichia coli

Es utilizada como indicador de contaminacion debido a que, si se encuentran presentes
en el agua, esto significa que hay desechos fecales en el agua y no puede ser considerada
apta para consumo humano (Atlas y Bartha, 2002) y fue descrita por primera vez en 1885
por Theodore von Escherich, bacteridlogo aleman, quién la denomind Bacterium coli,
posteriormente se le adjudico el nombre de Escherichia coli, en honor a su descubridor,
y muchas de estas son indispensables para el funcionamiento correcto del proceso

digestivo en los mamiferos (Brock, 2006).

Escherichia coli es miembro de la familia Enterobacteriaceae, es una bacteria Gram
negativa, anaerobia facultativa que forma parte de la microbiota normal del intestino del
hombre y los animales de sangre caliente, siendo la mas abundante de las bacterias
anaerobias facultativas intestinales (Madigan et al., 1998), son excretadas diariamente
con las heces (entre 10® — 10° UFC/g de heces) y, por sus caracteristicas, es uno de los
indicadores de contaminacion fecal reciente mas utilizados, asimismo es considerada
tradicionalmente como bacteria comensal no patdgena, pero existen diversas cepas

capaces de producir enfermedad (Murray et al., 2006).

Esta bacteria sintetiza vitaminas B y K y muchos serotipos se asocian con virulencia, los
que se tipifican segun antigenos somaticos (O), capsulares (K), flagelares (H) y de fimbria

(F), son bacilos Gram negativos), anaerdbico facultativo, mdviles por flagelos peritricos
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(que rodean su cuerpo), no forma esporas, es capaz de fermentar la glucosa y la lactosa
(Brock, 2006), y son pocas las cepas de E. coli capaces de causar enfermedades a los
humanos a través de diferentes mecanismos, entre ellas se tiene a E. coli enterotoxigénica,
E. coli enteropatogénica, E. coli enteroinvasiva, E. coli enterohemorragica y E. coli

enteroadherente o enteroagregativa (Murray et al., 2006).

Taxonomia de Escherichia coli

Dominio : Eubacteria
Reino : Bacteria
Filo : Proteobacteria
Clase : Gammaproteobacteria
Orden : Enterobacteriales
Familia : Enterobacteriales
Género : Escherichia
Especie : Escherichia coli (Scheutz & Strockbine, 2005).

Morfoestructura de Escherichia coli

Los representantes de esta especie son bacilos gramnegativos, oxidasa negativos, con un
tamafo promedio de 1.1 — 1.5 um de ancho y 2.0 — 6.0 um de largo. De acuerdo a sus
requerimientos de oxigeno son anaerobios facultativos y pueden ser mdviles por la
presencia de flagelos peritricos 0 no mdviles (Scheutz & Strockbine, 2005). E. coli forma
parte de la microbiota normal del tracto gastrointestinal (TGI) del ser humano, otros
mamiferos y las aves y constituye una de las especies bacterianas mas abundantes en esta

localizacion (Madigan et al., 2009).

Para la clasificacion intraespecifica de E. coli y su serotipado, se aplica el método descrito
por Kauffmann, que consiste en la deteccion de tres antigenos celulares como son, el
antigeno somatico designado como antigeno O, que forma parte de la estructura del
lipopolisacéarido, el antigeno flagelar, designado como antigeno H, que forma parte del
flagelo bacteriano de las cepas moviles y el antigeno K, presente en aquellas bacterias
que poseen capsula (Gyles, 2007), actualmente se han descrito un total de 174 antigenos
O y 55 antigenos H, los ultimos fueron el 0181 y el H56 (DebRoy et al., 2011), sin
embargo, teniendo en cuenta Unicamente los antigenos O y H, permite diferenciar
alrededor de 9500 serotipos diferentes (Bettelheim, 2003).

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO . Nacional del

Escherichia coli en aguas residuales

Dentro de los parametros de evaluacion de las aguas residuales, esta la contaminacion
fecal y para medirla se ha seleccionado la especie indicadora E. coli, su concentracion en
el agua determina el uso a que puede ser utilizada o destinada, tales como los usos
urbanos, agricolas, industriales, recreativos o ambientales (Gerardi & Zimmerman,
2005); sin embargo a pesar de que fue muy estudiada a nivel fisioldgico, genético y
bioquimico, se desconoce bastante su comportamiento en los diferentes habitats donde
son localizadas, por eso se manifiesta que posee habitats primarios, que serian el hombre
y los animales, encontrandose en sus heces y secundarios que incluye en todos los demas,
por su especificidad, estd considerada como el mejor indice de contaminacion fecal
(Gerardi, 2006).

2.2.7 Mecanismos microbianos de resistencia a los metales pesados

Algunas bacterias son capaces de utilizar estos compuestos (organomercuriales) como
fuentes de carbono o de energia y producir compuestos menos toxicos (Madigan et al.,
1998), lo cual generalmente ocurre a través de cuatro mecanismos: A). Reduccion
enzimética a mercurio elemental y su posterior volatilizacion (con ayuda de la enzima
mercurio reductasa). B). Formacion del compuesto HgS el cual es precipitado. C.
Produccion de tioles volatiles via mineralizacion como compuestos sulfato-mercuriales.
D). Quelacion de iones de mercurio en la matriz exopolimerica de una biopelicula
(Acevedo & Severiche, 2013).

Interacciones extracelulares

- Movilizacidn. Es la capacidad que presentan ciertas bacterias para liberar los metales
constitutivos de algunos compuestos quimicos, es el caso de la bacteria Thiobacillus
ferrooxidans, responsable de la lixiviacion de Fe, Cu'y Mo, razon por la cual se utiliza
en la extraccion industrial de estos metales (Novo et al., 2000).

- Inmovilizacién. Es la capacidad que presenta las bacterias para atrapar metales,
uniéndolos a sus componentes estructurales, ello dependiendo de las propiedades
fisicas, quimicas y bioldgicas de la biomasa bacteriana (Suarez & Reyes, 2002).

- Sideroforos. Son elementos mas abundantes en la naturaleza, el Fe es limitante para
el crecimiento bacteriano, porque forma complejos insolubles (hidréxidos férricos)
bajo condiciones aerdbicas y de pH neutro, que restringen su disponibilidad, este

sistema de transporte involucra la excrecion de ligandos de bajo peso molecular (de
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500 a 1500 D) llamados siderdforos, los niveles intracelulares de hierro son
controlados en las bacterias, porque su deficiencia produce una disminucion del

crecimiento, pero el exceso puede ser toxico para la célula (Suarez & Reyes, 2002).

Interacciones con la superficie celular. Entre los microorganismos y los metales, existe
atraccion electrostatica entre los iones cargados en solucién y los grupos funcionales de
la superficie celular microbiana (Brock, 2006), la pared celular constituye el primer frente
de interaccion con las moléculas presentes en el ambiente (Madigan et al., 2009), los
sitios anidnicos son el carboxilato del peptidoglicano y el fosfato del acido teicoico,
mientras que los sitios catidénicos son los grupos amonio de la D-alanina (&cido teicoico),
los grupos amino de los azucares (glicano) y del acido diaminopimélico (porcién
peptidica del peptidoglicano). Estos grupos son las porciones ionicas que sirven de

mediadoras entre la pared celular y los iones metélicos (Atlas y Bartha, 2002).

Interacciones intracelulares. Las interacciones a nivel intracelular entre las bacterias y
los metales pesados, se inician con un proceso activo conocido como bioacumulacion,
seguido de transformaciones enzimaticas y/o induccion de la sintesis de proteinas
enlazadoras (Suarez & Reyes, 2002).

2.2.8 Mecanismos genéticos de resistencia de Escherichia coli al mercurio

La resistencia esta dada por una serie de genes llamados mer, que varian en nimero dentro
del operdn del mismo nombre (Madigan et al., 2009). Existen dos tipos de resistencia:
de amplio y de corto espectro. La de corto espectro contiene los genes principales que
confieren la resistencia: merR, merT, merP y merA; mientras que la de amplio espectro,
ademas de los ya mencionados, contiene merB y merD. Aunque hasta la fecha se han
reportado mas de diez distintos genes (Schelert et al., 2013), no es indispensable la
presencia de todos ellos en una misma bacteria para que ésta sea capaz de resistir al
mercurio. Incluso algunos pueden ser sustituidos por otros, como las proteinas de
transporte merE y merF, que sustitutuyen a merT y merP, aunque con menor eficiencia
en la toma de mercurio, tal es el caso del plasmido pMER237/419 de Pseudomonas

fluorescens (Wilson et al., 2000).

A pesar de que hay una gran variedad de genes mer, como ya se dijo, varios de ellos

tienen la misma funcién. EI funcionamiento de los genes merG, merH y merl no se

16

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

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

N1

conoce en su totalidad, pero se asume que tienen funciones de transporte (Schelert et al.,
2013), la merB en cambio es el Unico gen que confiere a la bacteria la capacidad de
ingresar compuestos organomercuriales, gracias a que rompe el enlace C-Hg para formar
Hg (I1) y CO2 0 CH4 (Bogdanova et al., 1998), el mecanismo de accion de resistencia a
compuestos de mercurio es similar en las distintas especies de hongos y bacterias,
basandose en la reduccion de Hg*' a Hg® llevada a cabo por la enzima de tipo
flavoproteina, llamada mercurio reductasa o merA las cuales fueron caracterizadas ha
sido caracterizada en diversos tipos de bacterias, como Pseudomonas flourescens,

Escherichia coli y Staphylococcus aureus (Nascimiento & Chartone, 2003).

La expresion del operon mer esta regulada por la proteina merR, y en algunas ocasiones,
por merD, ambas responden a la concentracion de Hg (I1) en el ambiente, la primeraes la
encargada de regular la expresion positiva y negativa de los demas genes del operén, en
ausencia de mercurio, la transcripcion es reprimida, pero en presencia de él, promueve su
transcripcion (Osborn et al., 1997), la segunda, merD, funciona como antagonista de
merR, cuando el Hg ha sido removido y la transcripcion debe detenerse, sin embargo, en
algunas bacterias como Streptomyces, Sulfolobus y Solfataricus, merR so6lo actia como
un inhibidor de la sintesis del operén mer en ausencia de Hg (Allen et al., 2013).

MerR es una proteina hemodimérica que, en ausencia de metal, se encorva sobre el DNA
del promotor gracias a su conformacion HTH (hélix — turn — hélix) (figura 2), impidiendo
que el operon se transcriba (Liu & Sheing, 2010) (Joshi et al., 2012), cuando hay
presencia de éste, la bacteria lo introduce al citoplasma, se une a MerR provocando un
cambio en su conformacion para liberar, pero no separarse, al DNA y se da inicio a la
transcripcion (figura 2) (Reyes et al., 2011) (Joshi et al., 2012), esta proteina de
regulacion tiene una caracteristica poco usual, pues a pesar de que impide el paso a la
RNA polimerasa al promotor, tiene la estrategia de formar un complejo estable con ella
para activar una respuesta instantanea ante la presencia de mercurio en el citosol (Barkay
et al., 2003).

Figura 2. Estructura 3D de MerR (Liu & Sheing, 2010).
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A pesar de que la MerR es altamente especifica para Hg (11), también tiene la capacidad
de unirse a otros metales de transicion, como Cd (1), Cu (1) y Zn (I1) (Bontidean et al.,
2000; Joshi et al., 2012).

Figura 3. Mecanismo de activacion de transcripcion de merR (Joshi et al., 2012).

Aunque no siempre esta presente, MerD es un adyuvante de MerR ya que agiliza la union
de MerR de nuevo al promotor para reprimir la transcripcion una vez que el Hg (I1) ha
sido removido del medio. Su presencia no es estrictamente necesaria, pero su funcién es
importante pues MerR, como otras flavin oxidoreductasas en ausencia de sustrato, tiene
actividad de oxidasa que resulta en la produccion de perdxido de hidrégeno, ademas
ayuda a detener el gasto de energia innecesario (Joshi et al., 2012), la proteina
periplasmatica MerP es la primera proteina que reconoce al mercurio en el ambiente
(figura 3). Se une a él mediante dos residuos de cisteina que interactian con MerT y

libera el mercurio en la primera de sus tres hélices.

En la membrana interna se encuentra otro par de cisteinas, en la tercera hélice de MerT,
donde se deposita otra vez al mercurio, a partir de este punto, el Hg (1) puede ser
removido gracias a la interaccion del glutation o por otras cisteinas de la enzima mercurio
reductasa (Barkay et al., 2003), esta lleva a cabo la reduccion, pasando de Hg (I1) a Hg
(0), una vez reducido, el mercurio elemental (Hg°) se volatiliza al ambiente debido a la
baja solubilidad que tiene en el agua (6 nug/100 ml) y a su alta presiéon de vapor (0.3
constante de Henry), ademas de que, al ser liposoluble, puede difundir a través de la
membrana celular sin necesidad de un sistema de flujo (Barkay et al., 2003; Nascimiento
& Chartone, 2003; Barkay & Wagner, 2005).

Otros genes, como merF y merC pueden sustituir la ausencia de merT. Ambas proteinas
son las encargadas de transportar el mercurio a través de la membrana, pero lo hacen con

menor eficiencia (Barkay et al., 2003), de igual forma, merE tiene funciones de
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transporte, pero su funcionamiento no se conoce con exactitud (Barkay y Wagner, 2005).
MerG se encarga de tomar moléculas organomercuriales para ingresarlas a la célula.
Posiblemente su funcién es reducir la permeabilidad en la membrana para impedir la
entrada del fenilmercurio (Barkay et al., 2003), como ya se menciono, la resistencia a
compuestos de mercurio organicos, como metil, etil y fenilmercurio, esta dada por el gen
merB, cuya enzima cataliza la protonolisis del enlace C — Hg (Allen et al., 2013), MerB
no se encuentra en todas las bacterias (Osborn et al., 1997).

El motor principal de la resistencia al mercurio es la proteina MerA (Figura 4),
flavoproteina homodimérica, dependiente de NADPH que reduce Hg (I1) a Hg (0), su
accion es tan rapida que es imposible medir la acumulacion de mercurio en la célula, a
diferencia de otras proteinas de la misma familia, MerA tiene una estructura que ayuda a
evitar la inhibicion por Hg (11), en su extremo N — terminal presenta un sitio con alrededor
de 70 aminoéacidos homologos a MerP, los cuales también se encuentran en otras
proteinas encargadas del movimiento de metales como Cu, Zny Cd (Barkay et al., 2003),
todos los operones mer tienen el gen merR, merP y merT, existen algunos transposones,
como Tn21, que contienen el gen merC adicional, pero no esencial para resistir al
mercurio. Otros operones pueden perder a merP, lo cual disminuiria su resistencia, pero

merT, o en su caso, merF y merC (Dash & Das, 2012).

membrana _ ) _ )

externa . i 2 :
= 9 . pr—
/’:mmbrana R-Hg+ *
interna

Hg+
merop  NADPH+H  NADP+

mHmHmHmHmﬂ‘HmHm|

.

Hg+  activacion e

Figura 4. Mecanismo molecular del operén Mer de amplio espectro (Dash y Das,
2012).
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2.3 MARCO CONCEPTUAL

Actividad antibacteriana. Capacidad de matar, destruir o inactivar bacterias, impedir su

proliferacion y/o impedir su accion patogena. (Nascimiento & Chartone, 2003)

Biodegradacion. Proceso natural por el cual los microorganismos degradan o alteran
moléculas organicas transformandolas en moléculas mas pequefias y no
toxicas. (Acevedo & Severiche, 2013).

Biorremediacion. Empleo de organismos vivos para eliminar o neutralizar

contaminantes del suelo o del agua. (Reyes et al., 2011)

Coliformes totales y fecales. Los coliformes fecales son un subgrupo de los coliformes
totales, capaces de fermentar la lactosa a 44 °C en vez de 37 °C como lo hacen los totales.
(Vega, 2007).

Contaminacion. Transmision y difusion de humos o gases toxicos a medios como
la atmosfera y el agua, como también a la presencia de polvos y gérmenes microbianos

provenientes de los desechos de la actividad del ser humano. (Contreras et al., 2004)

Cloruro de mercurio (cloruro de mercurio (11) o bicloruro de mercurio). Compuesto
inorganico de formula HgCl.. Es un compuesto muy téxico, causa nauseas, vomitos,
diarreas, dafio renal, vomitos de sangre, hemorragia del estomago, intestinos y otros

Organos. La ingesta 1 6 2 g causan casi siempre la muerte. (Murray et al., 2006).

Crecimiento microbiano. Divisién de una bacteria en dos células hijas en un proceso
[lamado fisiéon binaria. Previniendo que no se produzca ningin caso de mutacion las
células hijas resultantes seran genéticamente idénticas a la célula original. (Bettelheim,
2003)

Dilucion. Reduccién de la concentracion de una sustancia quimica en una disolucion.
(Singh et al., 2010).

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

Altiplano

TESIS UNA - PUNO ; Nacional del

Escherichia coli. Especie del género Escherichia (familia Enterobacteriaceae); son
bacilos cortos, anaerobios, facultativos, mdviles o inmdviles, Gram negativos,
formadores de gas, que fermentan la glucosa y la lactosa; son ubicuos en el suelo, el agua

y las heces. (Murray et al., 2006).

Muestra de agua. Una o mas porciones de un volumen de agua, colectadas en cuerpos
receptores, descargas, efluentes o vertimientos industriales, redes de abastecimiento
publico, entre otros, con el fin de determinar sus caracteristicas fisicas, quimicas, fisico

quimicas o biologicas.

Mercurio. Elemento quimico de ndmero atomico 80, masa atomica 200.59 y simbolo
Hg. Es un metal liquido a temperatura ordinaria, de color blanco plateado, brillante y
denso, que se encuentra en la naturaleza en estado puro o combinado con plata, o en forma
de sulfuro; se usa principalmente en termometros y bardmetros, y también en aleaciones

[lamadas amalgamas. (Acevedo & Severiche, 2013).

Metabolismo. Conjunto de los cambios quimicos y bioldgicos que se producen

continuamente en las células vivas de un organismo. (Murray et al., 2006).

Metal pesado. Cualquier elemento metalico que tenga una densidad relativamente alta y

que sea toxico 0 venenoso, aun en bajas concentraciones. (Winkler, 2018).

Operon. Unidad genética funcional formada por un grupo de genes capaces de ejercer
una regulacion de su propia expresion por medio de los sustratos con los que
interaccionan las proteinas codificadas por sus genes. Este complejo esta formado por
genes estructurales que codifican para la sintesis de proteinas (generalmente enzimas),
que participan en vias metabolicas cuya expresion generalmente estd regulada por otros
3 factores de control, llamados: Factor promotor, operador y gen regulador. (Barkay et
al., 2003)

Parametros. Caracteristicas fisicas, quimicas y bioldgicas, de calidad del agua, que

puede ser sometido a medicion. (Singh et al., 2010).
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Recuento de colonias. Método muy utilizado cuando se necesita determinar el tamafio
de la poblacion bacteriana de una muestra. El recuento de microorganismos, en este caso,

se basa en que cada uno desarrollara una colonia visible. (Brock, 2006).

Resistencia. Capacidad natural y heredable de algunos biotipos de bacterias, de una
poblacién determinada, para sobrevivir a un tratamiento con metales pesados, que deberia
de controlar con eficacia esa poblacion en las condiciones normales de uso. (Brock,
2006).

Unidades formadoras de colonia (UFC). Recuento del nimero de colonias sobre un
medio de cultivo, multiplicado por el factor de dilucién, expresado en un volumen
determinado. (Murray et al., 2006).

Zona de muestreo. Lugar especifico cerca de o en un cuerpo receptor agua, en la cual se
recoge la muestra. Su ubicacion es fundamental para el éxito del programa de muestreo.
(Singh et al., 2010)..
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I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1 AREA DE ESTUDIO

La investigacion se ejecutd en la ciudad de Puno, en las aguas del lago Titicaca,
especificamente en la bahia interior de Puno, que es un cuerpo natural de agua de 17.5
km?, que equivale al 0.02% de la superficie total del lago Titicaca (8400 km?),
morfometricamente, es un cuerpo de agua casi cerrado, debido a la presencia de barreras
naturales formadas por totorales que la separan de la bahia Mayor de Puno, condicion que
limita el intercambio de agua con esta Gltima. En este cuerpo de agua las corrientes
superficiales son muy bajas: sus velocidades fluctian entre 0.54 cm/s y 19.31 cm/s
(PELT, 2002), equivalentes a 0.018 km/h y 0.70 km/h (Ocola & Laqui, 2017). La zona
de estudio 1 (isla Espinar), esta ubicada en las coordenadas UTM latitud 15.849147, y

longitud -69.997558 y la zona de estudio 2 (isla Esteves), estuvo ubicada en las

coordenadas latitud -15.828483 y longitud a -69.990091 (Figura 5).

Figura 5. Zonas procedentes de las muestras de agua (1 = isla Espinar; 2 = isla Esteves)
Fuente: Googlemaps (2018).

3.2 TIPO DE ESTUDIO
El trabajo de investigacion fue de tipo descriptivo, analitico y transversal.
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3.3 POBLACION Y MUESTRA

Se aplicé el método de muestreo no probabilistico intencional o por conveniencia, que se
caracterizo para obtener muestras representativas mediante la inclusion en la muestra de
grupos tipicos. Se trabajaron con tres bloques (enero, febrero y marzo), en cada mes se
evaluaron 6 muestras de agua, 3 procedentes de la isla Espinar y 3 de la isla Esteves,
haciendo un total de 18 muestras.

Las mismas muestras de agua procedentes de las zonas de estudio, fueron cultivadas en
agar Endo, conteniendo las concentraciones de 1, 5, 10 y 50 mg/L de HgCl», para ambas
muestras de agua tanto las procedentes de la isla Espinar y Esteves. El recuento de
colonias que crecieron en las placas Petry fueron experimentadas por triplicado (R1, R2
y R3) para cada concentracion de HgCl», los cuales estuvieron distribuidos de la siguiente

forma:

Tabla 1. Distribucidn de muestras y repeticiones del trabajo experimental de resistencia

de Escherichia coli al HgCl..

Concentraciones Zonas de estudio Total
de HgCl2 (mg/L) Isla Espinar Isla Esteves
Rl R2 R3 Rl R2 R3
1 3 3 3 3 3 3 18
5 3 3 3 3 3 3 18
10 3 3 3 3 3 3 18
50 3 3 3 3 3 3 18
Total 12 12 12 12 12 12 72

Donde: R = repeticion.

3.4 METODOLOGIA

3.4.1 Cuantificacion de coliformes totales y Escherichia coli en muestras de agua
de laisla Espinar y Esteves
a) Frecuenciay horario de muestreo
Se evaluaron en cada mes (ENERO A MARZO), 6 muestras de agua, 3
procedentes de la isla Espinar y 3 de la isla Esteves, haciendo un total de 18
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muestras. Estas muestras se tomaron por horas de la mafiana entre 6:00 am a 10:00

am

b) Descripcion del uso de materiales, equipos e muestras.
Fase de campo
Segun el Protocolo Nacional para el Monitoreo de la Calidad de los Recursos Hidricos
Superficiales (ANA & MINAGRI, 2016), se realiz6 la toma de muestras instantanea
puntual o aleatoria, el cual consistio en colectar una porcion de muestra en un punto o
lugar determinado para su andlisis individual de los componentes de interés. Las muestras
de agua para la cuantificacién de coliformes totales (CT) y Escherichia coli, se procedi
a la toma de muestras en un punto de muestreo a 100 m de las orillas de la isla Espinar y
la isla Esteves, en una cantidad de 1 litro en frascos de vidrio de boca ancha esterilizados,
sin realizar enjuague (MINSA, 2007), la coleccion se realiz6 a una profundidad de 15 a
20 cm aproximadamente, a continuacion, estas muestras fueron debidamente rotuladas
tomando en cuenta, la zona y la hora de muestreo y trasladadas al laboratorio de
Microbiologia de la Escuela Profesional de Biologia, Facultad de Ciencias Biologicas de
la UNA — Puno.

Método de cuantificacion de CT mediante el método de recuento en placa

Segun la metodologia propuesta por Elles et al. (2010), la técnica se baso en contar las
unidades formadoras de colonias (UFC) presentes en un mL de muestra de agua, donde
se considera que cada colonia que desarrolla en el medio de cultivo de eleccion, luego de
un tiempo de incubacion a temperatura adecuada, proviene de un microorganismo o de
un agregado de ellos, de la muestra bajo estudio, con capacidad de formar una colonia, es
decir una UFC. Para que las colonias puedan contarse de manera confiable, se hicieron

las diluciones necesarias de cada muestra, antes de ponerla en el medio de cultivo.

Procedimientos:

Se prepar6 una suspension al 10% de la muestra de agua en 10 mL de agua destilada. La
muestra se agité manualmente durante 5 minutos. Se prepararon diluciones seriadas de
1/10, 1/100, 1/1000, 1/10000 y 1/100000 de la suspension anterior. Se rotularon 2 placas
una para cada dilucién y se cultivd 0.1 mL con una micropipeta automética de cada
diluciéon en una placa de Petri con Endo, donde la mayoria de los organismos Gram
negativos crecen bien en este medio, mientras que los Gram positivos son inhibidos,

asimismo, todas las colonias que crecieron fueron consideradas como coliformes y con
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ayuda de un asa de Digralski se extendid por toda la placa, para luego incubarlo a 37 °C

durante 48 horas en incubadora.

Se realizo el recuento de coliformes totales presentes en la muestra de agua de cada una
de las zonas de estudio. Para realizar el contaje de CT se realizd, mediante el conteo de
colonias de rosa a rosa palido e incluso incoloras y se escogieron las placas que muestren
entre 30 y 300 colonias, el recuento se realizé en el equipo cuenta colonias. El resultado

se dio en UFC/ml, mediante la siguiente formula:

UFC/ml = No. de colonias en placa x dilucién / ml de muestra sembrada

Método de cuantificacion de Escherichia coli mediante el método de recuento en
placa

Procedimientos:

Los procedimientos fueron similares a los realizados para las CT, en la preparacion de
diluciones, su posterior cultivo en placas de Agar Endo con 0.1 mL de cada una de las
diluciones dispersadas mediante el asa de Digralki y cultivados a 37 °C por 48 horas de
incubacion. El recuento de Escherichia coli se realizd, mediante el conteo de colonias de
rosa oscuro a rojizo con brillo verde metalico, las cuales correspondian a la bacteria. Para
realizar el contaje se escogieron las placas que muestren entre 30 y 300 colonias, el
recuento se realizé en el equipo cuenta colonias. El resultado se dio en UFC/mI, mediante
la siguiente férmula:

UFC/ml = No. de colonias en placa x inverso de la dilucion x 10

Identificacidn bioquimica diferencial de Escherichia coli

La inoculacion en las pruebas bioquimicas diferenciales se realizé para confirmar a E.
coli a partir de las colonias oscuras que crecieron en el medio Agar Endo. Los medios de
cultivo diferencial utilizados fueron Agar Hierro Tres Azucares (TSI) por picadura y
estriado en superficie, Agar Lisina Hierro (LIA) por picadura y estriado en superficie,
Agar Citrato Simmons (CS) con estriado en superficie e indol por picadura en caldo. Estos
medios diferenciales previamente fueron preparados, inoculados e incubados a 37 °C por
un tiempo de 48 horas. La determinacién de E. coli fue en TSI A/A con presencia de gas,

LIA K/K, CS negativo e indol positivo con formacién de anillo rojo.
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c) Variables utilizadas. — Para poder obtener los resultados esperados

utilizamos las siguientes variables:

Variable dependiente. — Es el recuento de colonias CT Y Escherichia coli.
Variable independiente. - Son los lugares de procedencia (isla Esteves e isla

Espinar)

d) Aplicacion estadistica

Andlisis estadistico

Los resultados de los recuentos en placa segun las zonas de estudio (isla Espinar e isla
Esteves), fueron previamente analizados mediante pruebas estadisticas descriptivas
(media) y de dispersion (desviacion estandar y coeficiente de variacion). Seguidamente
para determinar si existieron o no diferencia estadistica significativa entre zonas, se
realizaron pruebas de analisis de varianza, seguidamente se realizaron pruebas de
contraste de Duncan, todos los analisis estadisticos se realizaron con un nivel de confianza
del 95%.

3.4.2 Resistencia de coliformes totales y Escherichia coli a concentraciones de 1, 5,
10 y 50 mg/L de HgCl2

a) frecuenciay horas de muestreo. - Se tomaron las muestras en la misma
frecuencia y horario que el objetivo anterior.
b) descripcidn del uso de materiales y equipos y muestras.
Evaluacion de la resistencia al HgCl. mediante el método de recuento en placa
Segun la metodologia propuesta por Paniagua et al. (2003) y Martinez et al. (2010), al
igual que en el anterior objetivo se basé en contar las UFC/mL.

Procedimiento:

Preparacion de las soluciones de 1, 5, 10 y 50 mg/L de HgCl2

El procedimiento quimico para la preparacion de soluciones con concentraciones de 1, 5,
10 y 50 mg/L, se preparo a partir de HgCl, reactivo en estado fisico sélido en frasco de
500 g, en polvo de color blanco, dichas concentraciones se obtuvieron a partir de una

solucidn stock, que se prepard como se detalla a continuacion:
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i) El peso molecular del HgCl,, fue de 271.52 g/mol, a continuacion, se realizo la
siguiente regla de tres simple:
217.6 g HgCly -------- 271600 mg HgCl.
X g HgClp ------------- 1000 mg HgCl»
X =1 g de HgCl; aforarlo a 1000 mL de agua destilada (solucion stock)
i) A continuacion, se obtuvieron las siguientes diluciones mediante la ecuacion
C1V1=C,V?, utilizada por Martinez & Quinteros (2003):
iii) Para la obtencion de la solucion de 1 mg/L de HgCl», se reemplazo:
C1Vi=Cy V2.
(2000 mg/L) (V1) = (1 mg/L) (200 mL)

V1= (1mg/L) (200 mL)
(12000 mg/L)
V1 =0.2 mL de la solucion stock y aforar a 200 mL de agua destilada.

iv) Para la obtencion de la solucién de 10 mg/L de HgCly, se reemplazé:
C1V1=CyVa.
(1000 mg/L) (V1) = (5 mg/L) (200 mL)

V1= (5mg/L) (200 mL)
(2000 mg/L)
V1=1mL de la solucion stock y aforar a 200 mL de agua destilada.

v) Para la obtencion de la solucion de 10 mg/L de HgCly, se reemplazé:
C1V1=CyVa.
(1000 mg/L) (V1) = (30 mg/L) (200 mL)

V1= (10 mg/L) (200 mL)
(2000 mg/L)
V1 =2 mL de la solucion stock y aforar a 200 mL de agua destilada.

vi) Para la obtencion de la solucion de 50 mg/L de HgCly, se reemplazé:
Ci1V1=Cy V2.
(1000 mg/L) (V1) = (50 mg/L) (200 mL)

V1= (50 mg/L) (200 mL)
(1000 mg/L)
V1 =10 mL de la solucién stock y aforar a 200 mL de agua destilada.

Procedimientos para experimentar la resistencia de coliformes totales y Escherichia
coli a las concentraciones de los HgCla.
Tanto los coliformes totales como Escherichia coli identificada bioquimicamente, fueron

transferidas en un mL a partir de las diluciones estandarizadas de McFarland 0.5, el cual

28

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

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

presentd una concentracion de 1.5 x 108 células bacterianas/mL, a placas Petry de Agar
Endo conteniendo concentraciones de 1, 5, 10 y 50 mg/L de HgCl,, mediante el uso de
micropipetas automaticas, a continuacion, se dispersé con una Asa de Digralky
previamente esterilizada. Las placas fueron debidamente rotuladas segun la concentracion
gue poseia, la inoculacion se realiz6 por triplicado. Las placas Petry fueron incubadas a
37 °C por 48 horas.

Luego del tiempo de incubacion antes mencionado, las colonias de coliformes totales y
E. coli, fueron contabilizadas en el equipo cuenta colonias para lograr el mejor recuento,
segun la concentracion del HgCl. Con los datos de los nimeros de colonias bacterianas

es que determin0 si existio o no dicha resistencia (Ara et al., 2009).

C) variables utilizadas. — Para poder obtener los resultados esperados utilizamos las
siguientes variables

Variable dependiente.- recuento de colonias CT Y Escherichia coli de diferentes lugares
Variable independiente.- Son las diferentes concentraciones de HgCl, como son 1, 5,10
y 50 respectivamente.
d) aplicacion estadistica
Andlisis estadistico
Los resultados de los recuentos de colonias de coliformes totales y E. coli, en cuatro
concentraciones de HgCl», fueron previamente analizados mediante pruebas estadisticas
descriptivas (media) y de dispersion (desviacion estandar y coeficiente de variacion).
Seguidamente para determinar si existieron o no diferencia estadistica significativa entre
los recuentos con repeticiones, se realizo pruebas de andlisis de varianza (ANVA), y de
contraste de Duncan, todos los analisis estadisticos se realizaron con un nivel de confianza
del 95%. Todos los andlisis estadisticos se realizaron en el software estadistico
INFOSTAT version estudiantil. EI modelo matematico que se utilizé fue el siguiente:
YVij=p+1+¢;
Donde:i=1, 2, ..., t (tratamientos) y j = 1, 2, ... r (repeticiones); Yij = observacion
en la j — ésima unidad experimental, sujeto al i — ésimo tratamiento; t = efecto del i
— ésimo tratamiento (concentraciones de HgCl2); p = efecto de la media general o
constante comun, &ij = efecto verdadero de la j — ésima unidad experimental

(réplica), sujeta al i — ésimo tratamiento (error experimental).
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 RECUENTOS DE coliformes totales y Escherichia coli EN MUESTRAS DE
AGUA DE LAS ZONAS DE LAS ISLAS ESPINAR Y ESTEVES

Coliformes totales:
Los resultados obtenidos del recuento de coliformes totales (UFC/mL), fueron superiores
en muestras colectadas en la zona de la isla Espinar, los cuales oscilaron entre 426.00 y
1170.67 UFC/mL, mientras que en la zona de la isla Esteves fueron entre 141.00 y 648
UFC/mL (Tabla 2).
Tabla 2. Recuentos bacterianos (x 10° UFC/mL) de coliformes totales en muestras de

agua de las zonas de islas Espinar y Esteves - 2017.

Esteves Prom DE CV Espinar Prom DE CV (%)
(%)

143 141.00 13.11 9.30 517 426.00 87.28 20.49
153 418

127 343

594 648.67 60.71 9.36 918 1170.67 255.03 21.79
638 1166

714 1428

171 226.00 48.77 2158 379 468.33 128.82 27.51
243 616

264 410

Doénde: Prom = promedio; DE = desviacion estandar; y CV = coeficiente de variacion

Todos los datos obtenidos tuvieron coeficientes de variacion (CV) por debajo del 30%,

lo cual indica que los datos presentaron una dispersion leve.

Al realizar la comparacién de los recuentos bacterianos de coliformes totales en las dos
zonas de estudio (islas Espinar y Esteves), estos presentaron diferencia estadistica
significativa (F = 5.23; GL = 1; P = 0.0362) (Tabla 7), siendo mayor en la isla Espinar
(688.33 UFC/mL) con respecto a la isla Esteves (338.56 UFC/mL) (Figura 6).
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Figura 6. Comparacion de recuentos bacterianos (UFC/mL) de coliformes
totales segun la zona en estudio 2017.

En contraste Pérez et al. (2006) en un estudio realizado en Argentina afirmaron que los
valores de coliformes totales (CT) no se encuentran directamente influenciados por las
precipitaciones y que se relaciona mas bien con aportes variables de fuentes de
contaminacion, razon por la cual la zona de la isla Espinar poseeria mayor carga de CT;
por otro lado Ramos et al. (2008), en la bahia de Santa Marta (Colombia) se encontraron
altos niveles de CT en época de lluvia que adujeron se deberia a las descargas de
escorrentia, la presencia de estos microorganismos patdégenos, se deberia a la presencia
de sustancias nutritivas suficientes que permiten el desarrollo de diversos
microorganismos que provienen del contacto previo con el aire, el suelo, animales,

plantas, o fuentes de contaminacién como materia fecal (Romero, 2002).

a) Escherichia coli
Los recuentos de E. coli (UFC/mL), fueron superiores en muestras colectadas en la
zona de la isla Espinar, que variaron entre 81.00 y 223.33 UFC/mL; y en la zona de la
isla Esteves entre 26.33 y 120.00 UFC/mL (Tabla 3)
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Tabla 3: Recuentos bacterianos (UFC/mL) de Escherichia coli en muestras de agua de
las zonas de islas Espinar y Esteves - 2017.

Esteves Prom DE CV (%) Espinar Prom DE CV (%)

26 94
32 2633 551 2091 79 8100 1212  14.97
o S

110 170
© 110 12000 17.32 1443 220 22333 5508  24.66
140 © 280

33 79
46 4267 850 1993 110  89.33 17.90  20.03
S S

Donde: Prom = promedio; DE = desviacion estandar; y CV = coeficiente de variacion.
Todos los datos obtenidos tuvieron coeficientes de variacion proximos al 25%, lo cual

indica que los datos presentaron una dispersion baja.

Al evaluar las diferencias entre los recuentos bacterianos de E. coli en las dos zonas de
estudio (islas Espinar y Esteves), estos presentaron diferencia estadistica significativa (F
=27.59; GL=1; P =0.0001) (Tabla 5), siendo mayor en la isla Espinar (131.22 UFC/mL)
con respecto a la isla Esteves (63.00 UFC/mL) (Figura 7).

15171
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Figura 7. Comparacion de recuentos bacterianos (UFC/mL) de E. coli segun los meses

de muestreo.
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Los resultados obtenidos en la investigacion, fueron superiores a los reportados por
Estupifian et al. (2010), al realizar el control bacterioldgico del agua de la red de
distribucion en San Antonio de Tequendama (Colombia), y reportan recuentos de
coliformes totales que oscilaron entre 27 y 45 UFC/100 mL en el mes de abril, entre 12 y
67 UFC/100 mL y entre 20 y 56 UFC/100 mL. Estas diferencias se deberian a que las
muestras pertenecen a los de distribucion a la poblacion, mientras que en la investigacion
se trabaj6é con muestras de agua de un cuerpo acuatico contaminado por aguas residuales
domésticas. Por otro lado, fueron inferiores a los reportados por Avila et al. (2014),
quienes registraron recuentos de 200000 UFC/100 mL en coliformes totales, esta
diferencia se debe probablemente a que los realizaron en época lluviosa y esta condicién
seria causada por la presencia de escorrentias superficiales tal como los sefiala Caballero
et al. (2007) en el rio Ochomogo (Nicaragua), mientras en la investigacion también se
realiz6 durante los meses de lluvia (enero a marzo 2017), pero que en dicho afio la

ocurrencia de lluvias fue irregular.

Por otro lado, Jordan et al. (2017), al evaluar la calidad microbioldgica del agua en
produccion pecuaria en municipios de Risaralda (Colombia), obtuvieron cifras entre 390
y 80 UFC/100 mL de coliformes totales y fecales respectivamente y de 245, 1070, 210,
170, 1175, 170, 505, 190 y 810 UFC/100 mL de coliformes totales y 30, 80, 65, 60, 130,
60, 110, 60 y 180 UFC/100 mL de coliformes fecales en los municipios de Apia, Balboa,
Dosquebradas, Guatica, La Celia, Mistratd, Pereira, Quinchia y Santuario
respectivamente, siendo estos resultados inferiores a los obtenidos en la investigacion, en
razon de que sus unidades de UFC es por 100 mL y en el estudio manifestamos valores
de UFC por mL. Los mayores recuentos de coliformes totales se determind en muestras
de agua de la zona Espinar, lo que se deberia a que las aguas residuales domésticas de la
ciudad de Puno, conteniendo excretas y desechos organicos, son una fuente de numerosos
microorganismos patogenos intestinales, y se constituyen en un problema algido que
demanda su pronta mitigacion y control, ya que las enfermedades relacionadas con la
calidad del agua (Vargas et al., 1996), estos resultados concuerdan con lo manifestado
por Barrera et al. (2013), quienes obtuvieron mayor concentracion de coliformes en los
sedimentos del ecosistema lacustre de Xochimilco, la laguna de Metztitlan y el lago

Zirahuen (México).
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Von Johnn (2006), afirma que la presencia de bacterias coliformes, estaria relacionada
con las grandes descargas de material organico, asimismo la actividad agricola y afluencia
de aguas domiciliarias no tratadas y son vertidas al lago, y arrastran los liquidos que se
percolan desde los botaderos de residuos solidos de la ciudad, segin Madigan et al.
(1998), la temperatura (de 10.84 a 16.24 °C), juega un rol importante en el recuento
bacteriano, ya que los aumentos de la temperatura permiten que se lleven a cabo las
reacciones quimicas y enzimaticas microbianos que producen el mayor crecimiento,

originando una actividad oligotrofica o eutrofica del agua.

Olivas et al. (2011), afirma que la presencia de microorganismos enteropatdgenos entre
ellos las coliformes, confirman el impacto de un cuerpo acuatico, sobre la salud publica,
debido a las descargas diarias de aguas residuales sin tratamiento, por tanto recomienda
que el agua segura para usos recreativos por contacto, como natacién debe tener menos
de 2000 UFC/100 mL de CT y menos de 200 UFC/100 mL de E. coli; la calidad pobre de
agua, no se considera segura ni siquiera para recreacion sin contacto y debe tener mas de
20000 UFC/100 mL de CT, asi como mas de 2000 UFC/100 mL de E. coli (Janke et al.,
2006). Por lo que el nimero de bacterias coliformes totales y E. coli en agua para riego
agricola, de acuerdo con ciertas directrices sugeridas por la Universidad de Vermont, se
consideran no mas de 200 UFC/100 mL de agua de CT y no méas de 77 UFC/100 mL de
E. coli (Vermont, 2009).

Luego de realizar los anélisis correspondientes, se rechaza la hip6tesis planteada, que
afirmaba que los recuentos bacterianos de CT y E. coli eran superiores en la zona de la
isla Espinar con respecto a la isla Esteves, lo cual no fue cierto tal como se demostro en
la investigacion. Pero lo que se pudo lograr es que ya exista una investigacion predecesora

que pueda ser utilizada para otros estudios utilizando otras lugares de muestreo.

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO [1:3# Nacional del
Altiplano

4.2 RESISTENCIA DE  Coliformes Totales Y  Escherichia coli A
CONCENTRACIONES DE 1, 5, 10 y 50 Mg/L de HgCl,
Los resultados obtenidos fueron que la resistencia al HgCl, fue mayor en CT aisladas
de la zona de isla Esteves, donde los recuentos oscilaron entre 17.00 y 402.33
colonias, frente a 359.00 y 19.33 colonias de CT procedentes de la zona de isla
Espinar, también se observa que el nimero de colonias disminuye al incrementar la
concentracion del HgCl,, donde los mayores recuentos de colonias entre 310.33 y

402.33 colonias se determind en concentraciones de 1 y 5 mg/L (Tabla 4).

Tabla 4. Recuentos de colonias de CT aisladas sobre medios de cultivo contenido
diversas concentraciones de cloruro de mercurio - 2017.

HgCl> ) Cv CVv
Espinar Prom  DE Esteves  Prom DE

mg/L (%) (%)
360 401

1 355 35000 361 1.00 420 40233 17.04 4.24
362 386
320 335

5 312 31033 1060 3.42 346 34067 551 1.62
299 341
53 45

10 9 6000 755 1258 68 57.33 1159 20.22
68 59
21 12

50 25 19.33 6.66 34.44 14 17.00 7.00 41.18
12 25

Donde: [HgCl2] = Concentracion de cloruro de mercurio; Prom = promedio; DE =

desviacion estandar; y CV = coeficiente de variacion.

Todos los datos obtenidos tuvieron coeficientes de variacion proximos al 30%, excepto a
las concentraciones de 50 mg/L con 34.44% y 41.18%, pero fueron considerados ya que

son inferiores al 50% de dispersion.

En esta investigacion se determind que las bacterias CT poseen resistencia hasta una
concentracion de 5 mg/L de HgCly, lo cual concuerda con lo reportado por Quispe (2017),
35

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO ([ Nacional del
Altiplano

quien al aislar comunidades bacterianas en el rio Ramis, como son los géneros
bacterianos: Serratia, Klebsiella, Staphylococcus, Escherichia, Streptococcus y
Enterobacter, poseen la capacidad de resistir la presencia de plomo y mercurio; por otro
lado; Moraga et al. (2003), indican que en bacterias aisladas de la bahia de lquique
(Chile), presentaron el 100% resistencia al plomo y arsénico, el 77.7% al cobre y el 36.4%
al niquel; por otro lado, Martinez et al. (2010), indicaron el hallazgo de bacterias aisladas

del rio Almendares (Cuba), que poseian resistencia microbiana al plomo, cromo y cadmio.

Luego de evaluar las diferencias entre los recuentos bacterianos de CT, se observo que el
numero de colonias varia segun la concentracion inicial del reactivo (F = 714.16; GL =
3; P < 0.0001) entre las cuatro concentraciones, siendo mayor el crecimiento a bajas
concentraciones del reactivo, tales como 1y 5 mg/L (Figura 8);

410.137

380.67
325.50
306.81
203.48
100.16
58.67
I 18.17
-3.17 i

1mg/L 5mg/L 10 mg/L. 50 mg/L.
Concentraciones iniciales de HgCI2

Coliformes totales (UFC/mL)

Figura 8. Comparacion de la resistencia al HgClI> por coliformes totales segln

concentraciones de HgCl, - 2017.

La supervivencia de bacterias en un ambiente contaminado hace que se vuelva resistente
a los contaminantes existentes, lo cual es confirmado por Moraga et al. (2003), quienes
afirman la ocurrencia de modificaciones e intercambio génico entre estas bacterias hacia

la comunidad bacteriana autéctona, mediante la transferencia horizontal de determinantes
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de resistencia como los plasmidos. La resistencia al mercurio en bacterias, se manifiesta
en la capacidad de transformar el mercurio en otras formas menos toxicas, y es probable
que dicho proceso también la realicen las bacterias aisladas de las zonas de estudio (isla
Espinar y Esteves), tal como lo afirma Madigan et al. (2009), donde menciona que, a
concentraciones suficientemente altas, el mercurio (1) (Hg®") y el metilmercurio
(CH3Hg") son téxicos no sélo para los organismos superiores, sino también para los
microorganismaos.

La resistencia que poseen las bacterias probablemente se deba a los diversos mecanismos
moleculares y genéticos propios que presenta cada bacteria, en comparaciéon con otras
bacterias que no poseen dichos mecanismos, tal como lo afirman Granados y Villaverde
(2003), indicando que Serratia presenta resistencia a los antibiéticos e incluso a los
desinfectantes; no obstante, Quispe (2017), establecio que la comunidad bacteriana del
rio Ramis, fueron capaces de tolerar concentraciones de plomo y mercurio de hasta 2000
ug/ml, esto se debe probablemente al proceso de especiacién y disolucién por el largo
periodo de tiempo que las aguas de este rio han contenido a estos metales provenientes
de fuentes mineras; 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, a ello se suma que los géneros bacterianos

resistentes a estos metales pesados son en su mayoria bacterias Gram negativas.

Asimismo, entre las bacterias segun la procedencia de aislamiento, no presentaron
diferencia estadistica significativa (F = 0.06; GL = 3; P = 0.8033), segun este resultado
los recuentos de colonias de CT frente al HgCI2, fueron similares entre las dos zonas, la
isla Esteves con 204.33 colonias y 187.17 colonias en CT procedentes de la zona de la

isla Esteves (Figura 9).
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Figura 9. Comparacion de la resistencia al HgCl» para coliformes totales por zonas de
estudio 2017.

Los resultados también fueron similares a los obtenidos por Acevedo & Sereviche (2013),
quienes afirman que las bacterias Gram negativas como Enterobacter sp, Serratia sp,
Klebsiella sp, Vibrio sp, Salmonella sp, fueron resistentes a concentraciones 180 ppm;
Mufioz et al. (2012), en bacterias Klebsiella sp aislados de aguas residuales poseian la
capacidad de resistencia a los metales pesados plomo, zinc y plata; Ramirez & Benitez
(2013), reportan a bacterias Bacillus cereus también aisladas de aguas residuales de una
curtiembre su resistencia al cromo, reduciendo el cromo (V1) a formas metalicas menos
toxicas; y Goémez et al. (2002) reportan que las bacterias de los géneros Enterobacter,
Serratia y Citrobacter presentaron resistencia a concentraciones de 60 y 220 mmol/L de
niquel y 10 a 200 mm/L de cobalto.

La resistencia que poseen las bacterias probablemente se deba a los diversos mecanismos
moleculares y genéticos propios que presenta cada bacteria, en comparacion con otras
bacterias que no poseen dichos mecanismos, tal como lo afirman Granados y Villaverde
(2003), indicando que Serratia presenta resistencia a los antibiéticos e incluso a los
desinfectantes; no obstante, Quispe (2017), establecio que la comunidad bacteriana del
rio Ramis, fueron capaces de tolerar concentraciones de plomo y mercurio de hasta 2000
pg/ml, esto se debe probablemente al proceso de especiacion y disolucién por el largo

periodo de tiempo que las aguas de este rio han contenido a estos metales provenientes
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de fuentes mineras; 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, a ello se suma que los géneros bacterianos

resistentes a estos metales pesados son en su mayoria bacterias Gram negativas.

La supervivencia de bacterias en un ambiente contaminado hace que se vuelva resistente
a los contaminantes existentes, lo cual es confirmado por Moraga et al. (2003), quienes
afirman la ocurrencia de modificaciones e intercambio génico entre estas bacterias hacia
la comunidad bacteriana autoctona, mediante la transferencia horizontal de determinantes
de resistencia como los plasmidos. La resistencia al mercurio en bacterias, se manifiesta
en la capacidad de transformar el mercurio en otras formas menos toxicas, y es probable
que dicho proceso también la realicen las bacterias aisladas de las zonas de estudio (isla
Espinar y Esteves), tal como lo afirma Madigan et al. (2009), donde menciona que, a
concentraciones suficientemente altas, el mercurio (11) (Hg®") y el metilmercurio
(CH3Hg") son toxicos no sélo para los organismos superiores, sino también para los

microorganismaos.

Todas las bacterias sometidas a tratamientos con metales pesados, demuestran resistencia
debido a la interaccién del microorganismo con el metal (Bautista, 2008), muchas veces
estos mecanismos pueden ser beneficiosos y otros en perjuicio del microorganismo,
debido a que la interaccién del microorganismo con el metal es compleja y muy variada;
la cual depende de factores como las caracteristicas de los metales, del metabolismo
microbiano y de la estructura de la pared celular; sin embargo, 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 (Vullo, 2003).

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 mdviles como plasmidos o
transposones 0 en ambos, también es probable que dicha resistencia al mercurio que
presentan las bacterias, pueda deberse al metabolismo propio que tienen las bacterias o
que posiblemente hayan desarrollado dentro de su hébitat. 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
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los metales 0 metaloides que los convierte en formas menos toxicas, y transportadores

ubicados en la membrana que expulsan las especies nocivas desde el citoplasma celular.

Los resultados obtenidos fueron mayores los recuentos de colonias de E. coli en aquellas
aisladas de la zona de la isla Esteves, oscilando entre promedios de 12.00 y 307.33
colonias, mientras que en bacterias aisladas de la isla Espinar varié entre 13.33 y 269.00
colonias; por otro lado, con respecto a las concentraciones de HgCl», al igual que con las
CT, los mayores recuentos se determind en concentraciones de 1 y 5 mg/L de HgCl», con
recuentos promedio de 271.67 y 307.33 colonias a 5 mg/L de HQCI2 en bacterias
procedentes de la isla Espinar e isla Esteves respectivamente, disminuyendo conforme se

incrementa la concentracion de HgCl, (Tabla 5).

Tabla 5. Recuentos bacterianos de colonias de Escherichia coli aisladas sobre medios
de cultivo contenido cuatro concentraciones de HgCI2 (2017).

_ cVv cVv
HgClo mg/L Espinar  Prom  DE Esteves  Prom DE

(%) (%)
289 310

1 250 269.00 1952 7.26 299 20833 12.01 4.03
268 286
280 300

S 2711 27167 802 295 318 30733 945 3.08
264 304
41 55

10 26 3033 929 3063 63 55.33 7.51 13.56
24 48
10 14

50 15 1333 289 2165 10 12.00 2.00 16.67
15 12

Donde: Prom = promedio; DE = desviacion estandar; y CV = coeficiente de variacion

Todos los datos obtenidos tuvieron coeficientes de variacion préximos al 30%, no
presentando dispersion alta, segun la prueba de Duncan, se determiné mayor crecimiento

a las concentraciones de 1 y 5 mg/L HgCl> (Figura 10);
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Figura 10. Comparacion de la resistencia al HgCl. de E. coli segun los meses de
muestreo - 2017.
Asimismo entre las bacterias segun la procedencia de aislamiento, no presentaron
diferencia estadistica significativa (F = 0.16; GL = 1; P = 0.6338), pero el mayor promedio
se obtuvo en bacterias aisladas de la isla Esteves (168.25 colonias) y menor en bacterias
de la isla Esteves (146.08 colonias) (Figura 11).

214.197

186.507
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158.81
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Escherichia coli (UFC/mL)

131.124

103.43

Espinar Esteves
Zonas de estudio

Figura 11. Comparacion de la resistencia al HgCl. de E. coli segun las zonas de

muestreo - 2017.
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Los resultados obtenidos en la investigacion fueron inferiores a los registrados por Coila
(2017), quien afirma que Escherichia coli crecié mejor en presencia de Pb (entre 1230 y
3286 colonias) y fue sensible al Hg, por otro lado coinciden con Acevedo y Sereviche
(2013), quienes aislaron bacterias E. coli resistentes a concentraciones de 180 ppm de di
— bromomercurio; asimismo, coincide con Panigatti et al. (2012), quienes registraron
resistencias de E. coli acromo (V1) hasta en 200 mg/L en diferentes tiempos y condiciones
de contacto; y Gémez et al. (2002), quienes afirman que bacterias del género Escherichia
resistieron niveles de niquel entre 60 y 220 mmol/L y de 10 a 200 mmol/L.

Segun los reportes de diversos autores, la capacidad de resistencia a los metales pesados
estd ligado también a su capacidad de resistencia a los antibiéticos, tal como lo
manifiestan Moraga et al. (2003) y Gomez et al. (2002) quienes reportaron su resistencia
a antibidticos como ampicilina, amikacina, cefomax, cefataxima, entre otros, ya que dicha
resistencia se encuentra gobernada por los genes que se ubican en los plasmidos. Por
tanto, la resistencia de E. coli al HgCI, aisladas de diferentes zonas de estudio se deberia
a su variabilidad genética (Acevedo & Sereviche, 2013), y esta caracteristica podria ser
transferida y diseminada a otras bacterias del mismo hébitat acuatico (Martinez et al.,
2010).

La resistencia que exhibe Escherichia coli, se atribuye a que el agua de las zonas de
estudio, posean metales en el sedimento y propiamente el agua, y su exposicion de las
bacterias a las sustancias quimicas, permiten la seleccion de microorganismos recientes
entre la poblacién microbiana, ya que solo sobreviviran bacterias con capacidad de tolerar
sus efectos nocivos (Martinez et al., 2010), por otro lado se menciona la resistencia de
Staphylococcus aureus, quienes poseerian resistencia a los metales (Cd, Pb y Zn), gracias
a que poseen ciertos secuencias de ADN tales como el operdn cadCA del plasmido
pl25825, que le conferiria la tolerancia a los metales en bacterias Gram positivas y Gram
negativas, valiéndose de la modificaciones enziméticas para cambiar el estado redox de
los elementos quimicos (Cervantes et al., 2006) y los que incorporan los iones metalicos
a la célula (Marrero et al., 2007), biotransformandolos a los metales; los genes que se
activan se deberia a la fuerte presion que ejerce el ambiente contaminado, capaz de
seleccionar y modificar los organismos que habitan en contacto con metales pesados
(Martinez et al., 2010).
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Cervantes et al. (2006), manifiestan que E. coli posee una secuencia genética de ADN
denominada operon arsABC, codificado en sus plasmidos, la cual otorga un sistema de
expulsion de arsenito, que viene a ser la molécula mas tdxica del As, la expresion de estos
genes les confiere a las cepas de Escherichia coli, la resistencia a estos metales (Sakurai
etal., 1990), la multirresistencia presentes en las cepas, se basaria en su genotipo presente

en sus plasmidos (Paniagua et al., 2003).

La capacidad de resistencia de Escherichia coli hasta los 5 mg/L de HgCl», seria de vital
importancia aplicativa medioambiental, ya que se consideraria dentro de la biotecnologia
microbiana en la recuperacion de ambientes contaminados por metales pesados, en tal
sentido seria posible su aplicacion en procesos de biorremediacion (Ara et al., 2009) y se
constituirian en candidatos potenciales para dichos procesos (Rosas, 2008; Soto et al.,
2010), confirmandose su uso en la depuracién de aguas contaminadas mediante biofiltros
con microorganismos inmovilizados (Mufioz et al, 2012).

El desarrollo de plantas de tratamientos de aguas residuales requeririan de la
sobrevivencia de los microorganismos presentes, las cuales deben de poseer elevadas
resistencias a los agentes altamente inhibitorios (Ramirez & Benitez, 2013), tal como
sucede en la bahia interior de Puno del lago Titicaca, por tal motivo la capacidad de las
cepas bacterianas de desarrollarse en presencia de metales pesados, serian Utiles en el
tratamiento de aguas residuales urbanas, ya que en estos procesos bioldgicos, los
microorganismos estan directamente involucrados en la descomposicion de la materia
organica, donde frecuentemente los efectos inhibitorios de éstos contaminantes es un

fendmeno comun que ocurre (Filali et al., 2000).

Después de todo lo interpretado, se infiere que se acepta la hipdtesis planteada, debido a
que las bacterias Escherichia coli, fueron mas resistentes en concentraciones de 1y 5
mg/L de HgCl2 en el 50% de los recuentos in vitro obtenidos, pero no se obtuvieron un

crecimiento significativo en concentraciones de 10 y 50 mg/L de HgCl.
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V. CONCLUSIONES

- Los recuentos bacterianos promedio de coliformes totales oscilaron entre 141.00 y 648
UFC/mL en la zona de la isla Espinar y entre 426.00 y 1170.67 UFC/mL en la zona de
laisla Esteves, presentando diferencia estadistica entre zonas (P < 0.05) y los recuentos
promedios de E. coli, fluctuaron entre 81.00 y 223.33 UFC/mL en la zona de la isla
Esteves y entre 26.33 y 120.00 UFC/mL en la zona de la isla Espinar presentando

diferencia significativa entre zonas (P < 0.05).

- Los recuentos de coliformes totales fueron entre 359.00 colonias bacterianas a 1 mg/L
de HgCl> y 310.33 colonias a 5 mg/L de HgCl. en bacterias procedentes de la isla
Espinar, presentando diferencia estadistica (P < 0.0001); mientras tanto en bacterias
aisladas de la isla Esteves, presentd recuentos de 340.67 y 57.33 colonias a
concentraciones de 1 y 5 mg/L de HgCl> respectivamente, no presentando diferencia
estadistica significativa (P > 0.8033), disminuyendo conforme se incrementa la

concentracion.
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Figura 13. Coleccidn de muestras en la zona de Chulluni, marzo 2017.

Figura 14. Preparacién y rotulado de material de vidrio a utilizar en el recuento de E.
coli, laboratorio de Microbiologia, FCCBB, enero y marzo del afio 2017.
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Figura 15. Prparacic’)n de agar EMB para el aislamiento de E. coli, laboratorio de

Microbiologia, FCCBB, enero y marzo del afio 2017.

Figura 16. Preparacion de placas conteniendo agar Muller Hinton con concentraciones
crecientes de HgCl», laboratorio de Microbiologia, FCCBB, enero y marzo del afio
2017.

Figura 17. Preparacion de diluciones de las muestras de agua para el recuento de E.
coli, laboratorio de Microbiologia, FCCBB, enero y marzo del afio 2017.
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Figura 18. Transferencia de las muestras a los medios de cultivo para el recuento

bacteriano, laboratorio de Microbiologia, FCCBB, enero y marzo del afio 2017.
1 ‘ j

Figura 19. Transferencia de diluciones para recuento bacteriano, laboratorio de
Microbiologia, FCCBB, enero y marzo del afio 2017.
Eg, — =

Figura 20. Recuento de colonias de E. coli en medios de cultivo conteniendo HgClo,

laboratorio de Microbiologia, FCCBB, enero y marzo del afio 2017.
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Figura 21. Recuento de colonias de E. coli en un cuentacolonia, laboratorio de
Microbiologia — FCCBB, marzo 2017.
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Figura 22. Diagrama de flujo del proceso de aislamiento de coliformes totales y E. coli.
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Figura 23. Diagrama de flujo de la secuencia del trabajo experimental de resistencia de

bacterias al HgCl..
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Tabla 6. Recuento de bacterias Coliformes totales y Escherichia coli (x 105 UFC/mL)
en muestras de agua de las Islas Espinar y Esteves, durante los meses de muestreo.

Coliformes totales Escherichia coli
(x 10° UFC/mL)

Espinar Esteves Espinar Esteves
143 517 26 94
153 418 32 79
127 343 21 70
594 918 110 170
638 1166 110 220
714 1428 140 280
171 379 33 79
243 616 46 110
264 410 49 79

Tabla 7. Recuento de bacterias Coliformes totales y Escherichia coli (x 105 UFC/mL)
sobre concentracion de 1, 5, 10 y 50 mg/L de HgCI2.

Concentraciones Coliformes totales Escherichia coli
de HgCl> (x 10° UFC/mL)
(mg/L) Espinar Esteves Espinar Esteves
360 401 289 310
1 355 420 250 299
362 386 268 286
320 335 280 300
5 312 346 271 318
299 341 264 304
53 45 41 55
10 59 68 26 63
68 59 24 48
21 12 10 14
50 25 14 15 10
12 25 15 12
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