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Resumen

En este estudio se identifican de bacterias resisten-
tes a di-bromo-mercurio aisladas en sedimentos ma-
rinos de playas de la ciudad de Cartagena de Indias,
Colombia, mediante el aislamiento, purificaciéon y
preservacion bacterias marinas resistente a antibio-
ticos, la identificaciéon microscépica y bioquimica,
prueba susceptibilidad a di-bromo-mercurio. El de-
sarrollo de este estudio constituye la ejecucion para
el monitoreo de la presencia de bacterias resistentes
a compuestos mercuriales y a antibiéticos y/o sus
genes de resistencia en el medioambiente asociados
toxicos ambientales y el origen de la fuente de con-
taminacion que genera la resistencia.
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Abstract

This study identified di bromo-resistant bacteria
in marine sediments mercury isolated beaches of
Cartagena de Indias, Colombia, by the isolation,
purification and preservation of marine bacteria re-
sistant to antibiotics, microscopic and biochemical
identification, susceptibility test di-bromo-mercury.
The development of this study is to monitor the
execution of the presence of bacteria resistant to
antibiotics and mercury compounds and / or their
resistance genes in the environment associated with
environmental toxins and the origin of the source
of pollution generated by the resistance.
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I. Introduccion

Los hidrocarburos recalcitrantes y metales pesados
son considerados contaminantes de importancia
por su impacto social y ambiental. Entre los segun-
dos se encuentra el mercurio (Hg), siendo las activi-
dades antropogénicas su principal fuente emisora.
Los compuestos mercuriales son neurotoxicos y

carcinogénicos (Barkay & Wagner, 2005).

El mercurio (Hg) es un metal pesado altamen-
te toxico, que amenaza a la salud humana y al
medioambiente. Se encuentra en la naturaleza en
formas inorganicas y organicas siendo todas toxi-
cas, especialmente la ultima, debido a su alta lipo-
solubilidad, lo que facilita su biomagnificacion en la
cadena tréfica. Debido al alto riesgo que represen-
tan los ambientes contaminados con Hg, surge la
necesidad de tratarlos de manera efectiva, lo cual se
puede realizar utilizando estrategias de saneamiento
ambiental, tales como la remediacion bioldgica, que
comprende a la bio-, fico-, fito- y rizorremediacion.

Existe una amplia variedad de bacterias facultativas
que pueden crecer en presencia de compuestos mer-
curiales, algunas de las cuales forman biopeliculas,
generando un gradiente de concentraciones como
medio de proteccion ante la toxicidad de los com-
puestos. La tolerancia de una amplia variedad de
bacterias al mercurio puede deberse a un contacto
permanente con este elemento en condiciones espe-
ciales. Algunas bacterias son capaces de utilizar estos
compuestos (organomercuriales) como fuentes de
carbono o de energfa y producir compuestos menos
toxicos, lo cual generalmente ocurre a través de cua-
tro mecanismos: reducciéon enzimatica a mercurio
elemental y su posterior volatilizacién (con ayuda de
la enzima mercurio reductasa); formacion del com-
puesto HgS, el cual es precipitado; produccion de
tioles volatiles via mineralizacion como compuestos
sulfato-mercuriales; y quelacion de iones de mercu-
rio en la matriz exopolimérica de una biopeliculas
(Essa et al,, 2002; BR, 2006; Dominguez, 2007).

Las biopeliculas ofrecen a las células bacterianas
varios beneficios, entre los que se encuentra princi-
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palmente la protecciéon, debido a que su formacion
puede reducir los procesos de transferencia de ca-
lor y energfa. Con las células embebidas en una ma-
triz de polisacarido, las biopeliculas son altamente
resistentes a antibiéticos y a otros toxicos como los
derivados del Hg, pero tienen mayor frecuencia de
variabilidad genética que las células no formadoras
de biopeliculas (Costerton et al., 1999; Picioreanu,
1999; Davey & O’ Toole, 2000; Watnick & Kolter,
2000; CBE, 2006; Dominguez, 2007).

En este estudio se lleva a cabo la caracterizacion
microscopica, bioquimica, pruebas de susceptibili-
dad de nueve géneros bacterianos aislados a partir
de sedimentos de playas, expuestos a diferentes
concentraciones de 10 a 500 ppm de di-bromo-
mercurio; estos géneros también presentaron resis-
tencia a diversos antibidticos. Sin embargo, ante el
poco conocimiento e informacion relacionada con
la presencia de bacterias resistentes en ambientes,
el desarrollo de este estudio constituye la ejecucion
para el monitoreo de la presencia de bacterias re-
sistentes a compuestos mercuriales y a antibiéticos
y/o sus genes de resistencia en el medioambien-
te, asociados toxicos ambientales y el origen de la
fuente de contaminacién que genera la resistencia.

2. Materiales y métodos

LLa metodologfa a desarrollar en este proyecto com-
prende tres etapas.

2.1 Aislamiento, purificacién y preserva-
cion bacterias marinas resistentes a an-
tibioticos

Las técnicas de aislamiento, purificacién y preser-
vacion de las cepas de bacterias fueron empleados
segun las recomendaciones descritas por Castafieda
et al., 2009.

Las muestras de sedimentos fueron recolectados
con draga metalica tipo Van Veen a 20 cm de pro-
fundidad en playas de la ciudad de Cartagena, en
seis puntos:1). Desembocadura de la ciénaga en La



Boquilla (75° 29°45” N 10°32°29” W), 2). Boqui-
lla - Restaurante Caracoli (75° 33°59” N 10°237°41”
W), 3). La Bocana (75° 33°05” N 10°23°20” W),
4). Crespo-Comfenalco (75° 33°47”N 10°23°45”),
5) Marbella-Reloj (75° 33°35”N 10°23"15W) y 0)
Cabrero-semaforo (75° 34°36”N 10°24°16”W). La
muestra fue tomada con un hisopo estéril, rotado
en el interior del sedimento, luego inoculado en un
tubo previamente estéril con agua peptonada al 10
% como medio de transporte. Todas las muestras
fueron conservadas en refrigeraciéon y transporta-
das al laboratorio, hasta el proceso de aislamiento.

El aislamiento de las bacterias fue realizado median-
te la técnica de siembra masiva a partir de asadas to-
madas del medio de transporte a medio TSA, pos-
teriormente incubados a 37°C durante 24 horas.

Transcurrido el tiempo de incubacién las colo-
nias aisladas, fueron trasladas a medios selectivos
-S-S (Salmonella-Shigella),-TCBS (Vibrios), -Mac
Conkey (Enterobacterias), Baird- Parker (Cocos
gram positivos) incubadas a 37°C durante 24 horas
y finalmente trasladadas a medio LB (Luria Bertani)
para postetiores ensayos.

Una colonia bacteriana fue transferida 50 mL. caldo
LB (Luria Bertani), incubadas a 30°C durante 12
horas a 120 rpm ajustandose su densidad celular
de 0.8 - 1.0 2 un O.D de 620 nm. Transcurrido este
periodo de incubacién, 720 uL. de cada suspension
fue transferido a crio viales con 80 uL de glicerol al
10%, los cuales fueron almacenados a -80°C. Asi-
mismo, fue implementado como método de con-
servacion a largo plazo la liofilizacién, mantenién-
dose cada cepaa -20 °C.

Dentro de los requerimientos especiales se incluye
la presentacion de tablas, figuras, ecuaciones, refe-
rencias, unidades, abreviaturas y acronimos.

2.2 Identificacion microscopica y bio-
Yy
quimica

Para la identificacion microscopica fue empleado la
tinciéon de Gram (bacilos Gram-negativos y cocos

Gram positivos), observados en un microscopio
Olympus BX41, de acuerdo con las claves taxonoé-
micas del Manual de Bergys y Atlas Microbiolégico
de Koneman, 2008.

La actividad metabodlica de las bacterias fue deter-
minada empleando el sistema de identificacion BBL
Crystal™ Kit ID para bacterias Gram negativas no
fermentadoras y Gram positivas, siguiendo las indi-
caciones de la casa comercial y Mostafa et al., 2011.
Ademis fueron realizadas la prueba de Oxidasa, Ca-
talasa, Lactosa y Coagulasa (solo para cocos gram).

2.3 Identificacion microscopica y bio-
Yy
quimica

Una colonia de 24 horas de incubacién fue suspen-
dida en caldo LB a 0.5 en la escala de Mac Farland;
luego, con un hisopo previamente estéril, la sus-
pensiéon fue inoculada por siembra masiva en cal-
do LB Hinton con diferentes concentraciones de
Di-bromo-mercurio (10 ppm, 15 ppm, 20 ppm, 30
ppm, 45 ppm, 60 ppm, 75 ppm, 90 ppm, 105 ppm,
120 ppm, 135 ppm, 150 ppm y 180 ppm); poste-
riormente, se identificaron como bacterias resisten-
tes a di-bromo-mercurio, aquellas que presentaron
turbidez a las 24 horas de inoculada en el caldo
LB con las diferentes concentraciones de Mercu-
rio; luego de esto se sembraron en Agar LB para
descripcion de colonias y realizacion de tincién de
Gram para confirmar la pureza de la cepa.

3. Resultados y discusion

Un total de nueve géneros de bacterias marinas re-
sistentes a di-bromo-mercurio fueron aisladas de
sedimentos de playas del caribe colombiano, de los
cuales ocho corresponden a bacterias Gram nega-
tivas (Escherichia coli, Enterobacter sp, Serratia sp,
Klebsiella sp, Vibrio sp, Salmonella sp, Acinetobac-
ter sp) y 1 a bacterias Gram positivas (Staphylococ-
cus sp), representadas en la Tabla 1 y la Figura 1.

El analisis bioquimico fue realizado mediante kit
BD Crystal™ para bacterias Gram negativas no
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fermentadores aerobias y kit BD Crystal™ para
Gram positivas.

Tabla 1. Aislamiento de bacterias resistentes a mercurio en

playas de Cartagena.
Cadigo Muestra Ubicacion Witodo de Generoy Especie’
- TSA-caldo
Sedimentos Boquilla, < :
BRCC-P001 marinos Crespo agua de mar Eschericha coli
Bogquilla, TSA-caldo
BRCC.P002  S€UMENOS  Grogno  agua de mar Enteobacter sp
Marbella
TSA-caldo
Sedimentos Crespo,
BRCC-P003 marinos Marbella agua de mar Serratiasp
Sedimentos Boaquilla, TSA-caldo
BRCC-P004 marinos Crespo agua de mar Klebsiella sp
Cabrero
Sedn!entos %"r:':: TSA-caldo )
BRCC-P005 marinos Marbella, agua de mar Vibrio sp
Cabrero
Sedimentos Boquilla TSA-caldo
BRCC-P006 marinos Marbellé agua de mar Salmonelia sp
Sedimentos TSA-caldo
. Marbellay 2
BRCC-P007 marinos Cabrero agua de mar Acinetobacters sp
Sedimentos Crespo, TSA-caldo )
BRCC-P008 marinos Marbellay agua de mar Enterobacteria sp3
Cabrero
Crespo, TSA-caldo
BRCC.Po09  Sedimentos o ponay  aguademar  Staphyiococcussp
Mamnos Cabrero

T La identificacién de los caracteres morfoldgicos y taxono-
micos basados en el Manual de Beryis (1992) y Atlas Micro-

biol6gico de Koneman (2002).
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Figura 1. Puntos de muestreo para aislamientos de bacterias

resistentes a Hg en sedimentos marinos de Cartagena

La prueba de susceptibilidad de las bacterias ais-
ladas a diferentes concentraciones de di-bromo-
mercurio, presentaron grado de resistencia frente
al compuesto, en las concentraciones de 10 ppm a
180 ppm se observo la formacion de biopeliculas
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Figura 2. Micrografia de géneros resistentes a di-bromo-
mercurio aislados de sedimentos de playas de Cartagena de
Indias.A. Eschericha coli. B. Enterobacter sp. C .Serratia sp.
D. Klebsiella sp. E. Vibrio sp.F. Salmonella sp. G. Acineto-

bacter sp H. Enterobacteria sp3

en los nueve géneros bacterianos aislados a partir
de sedimentos marinos de playas de Cartagena,
donde se observé resistencia a di-bromo-mercurio.

En la Figura 3, se muestran los microorganismos
aislados de sedimentos de playas de Cartagena de
Indias. A. Eschericha colisin exposicién al Toxi-
co A" Escherichia coli con exposiciéon al Toxi-
co. B. Enterobacter sp.sin exposicion al Toéxico
B Enterobacter sp con exposicion al Téxico C.
Serratia sp sin exposicion al Toxico C'Serratia sp
con exposicion al Toxico. D. Klebsiella spsin ex-
posicién al Toxico. D Klebsiella spcon exposicion
al Toxico. E. Vibrio sp con exposicion al Toxico.
E” Vibrio sp F Salmonella sp. F* con exposicion al
Toxico G. Acinetobacter sp sin exposicion al Toxi-
co G’ Acinetobacter sp con exposicién al Téxico
H. Enterobacteria sp3 sin exposicion al Toéxico. H”
Enterobacteria sp3 con exposicion al Toxico.

Los microorganismos aislados de sedimentos de
playas Cartagena de Indias. A. Eschericha colisin ex-
posicion al Toxico A” Escherichia coli con exposi-
ci6on al Toxico. B. Enterobacter sp.sin exposicion al
Toxico B 'Enterobacter sp con exposicion al Toxico



Figura 3. Micrografia de formacion de biofilms de los géne-

ros resistentes a di-bromo-mercurio.

C Serratia sp sin exposicion al Toéxico C’Serratia sp
con exposicion al Toxico. D. Klebsiella sp sin ex-
posicion al Toxico. D Klebsiella sp con exposicion
al Téxico. E. Vibrio sp con exposicion al Téxico.
E” Vibrio spE Salmonella sp. F* con exposicion al
Toéxico G. Acinetobacter sp sin exposicion al Toxi-
co G Acinetobacter sp con exposicion al Toxico
H. Enterobacteria sp 3 sin exposicion al Toxico. H
Enterobacteria sp 3 con exposicion al Téxico.

Algunas bacterias son capaces de utilizar estos
compuestos (organomercuriales) como fuentes de
carbono o de energia y producir compuestos me-
nos téxicos, lo cual generalmente ocurre a través de
cuatro mecanismos: A). Reduccién enzimatica a
mercurio elemental y su posterior volatilizacion
(con ayuda de la enzima mercurio reductasa). B).
Formacion del compuesto HgS el cual es precipi-
tado. C. Produccion de tioles volatiles via minera-
lizacién como compuestos sulfato-mercuriales. D).
Quelacion de iones de mercurio en la matriz exo-
polimerica de una biopeliculas (Essa et al., 2002;
BR, 2006; Dominguez-Benetton, 2007).

Existe una amplia variedad de bacterias facultati-
vas que pueden crecer en presencia de compuestos
mercuriales, algunas de las cuales forman biopeli-

culas generando un gradiente de concentraciones
como medio de proteccién ante la toxicidad de los
compuestos.

Las biopeliculas ofrecen a las células bacterianas
varios beneficios, entre los que se encuentra princi-
palmente la proteccién debido a que su formacion
puede reducir los procesos de transferencia de ca-
lor y energfa. Con las células embebidas en una ma-
triz de polisacarido, las biopeliculas son altamente
resistentes a antibiéticos y a otros toxicos como los
derivados del Hg, pero tienen mayor frecuencia de
variabilidad genética que las células no formadoras

de biopeliculas.

4. Conclusiones y recomendaciones

Realizar otros muestros para aislamiento e identi-
ficacion de otros generos de bacterias resistentes a
antibioticos y a di-bromo-mercurio aisladas en se-
dimentos de playas de Cartagena. Ampliar el grupo
de antibioticos a enfrentar con las bacterias ailadas
en sedimentos marinos para determinar le grado de
sensibilidad o resistencia a ellos. Realizar una curva
de resistencia a derivados del Hg para identificar
la CL50 de bacterias frente a estos contaminantes
ambientales. Realizar la caracterizacién molecular
de los géneros bacterianos aislados por amplifica-
ci6on por PCR y electroforesis. Se recomienda la
utilizaciéon de primers especificos para amplificar
gen de resistencia de bacterias asiladas en sedimen-
tos marinos. Es necesario realizar estudios para el
monitoreo de la presencia de bacterias resistentes
a antibiéticos y a derivados del mercurio asi como
los genes que expresan resistencia en el medioam-
biente, para determinar su asociacion con toxicos
ambientales y el origen de la fuente de contamina-
cién que genera la resistencia. Ampliar los puntos
de muestreo de las playas de Cartagena.
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