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RESUMEN   

 

El mercurio es un metal pesado de interés mundial por su efecto tóxico a los seres vivos. Sin 

embargo, algunas bacterias presentan resistencia a este metal. En el presente estudio, el objetivo 

fue aislar y caracterizar bacterias resistentes a mercurio presentes en ambientes acuáticos de Ica. 

Las muestras de agua fueron sembradas en agar Luria Bertani (LB) suplementado con 10 µg/ml 

de cloruro de mercurio (HgCl2). Se aislaron cepas bacterianas, las cuales fueron seleccionadas, 

caracterizadas e identificadas, mediante estudio macroscópico, pruebas bioquímicas (ureasa, TSI, 

lisina descarboxilasa, β-galactosidasa, indol, lactosa, citrato, reducción de nitrato a nitrito, 

oxidasa, catalasa, amilasa, Gelatinasa y hemolisis); fisiológicas (movilidad y solubilización de 

fosfato inorgánico) y por MALDI-TOF. Se determinó la concentración mínima inhibitoria (MIC) 

para compuestos de mercurio inorgánico, cloruro de mercurio (HgCl2) y orgánico, acetato de 

fenilmercurio (PMA). Se aislaron 43 cepas y se seleccionaron 13 de ellas por presentar mayor 

resistencia a mercurio inorgánico (HgCl2), correspondiente a los géneros Pseudomonas, 

Klebsiella, Enterobacter y Citrobacter. Pseudomonas fue el que presentó el más alto valor MIC; 

150 µg/ml de HgCl2 y 20 µg/ml de PMA. La mayoría de las cepas fueron resistentes a ampicilina, 

cefazolina y cefoxitina; sensibles a ceftriaxona, ceftazidima, gentamicina y meropenem. Se 

concluye que las cepas de Pseudomonas presentan una mayor resistencia al mercurio, tanto en su 

forma inorgánica como orgánica. 

PALABRAS CLAVE: Mercurio, resistencia bacteriana, acetato de fenilmercurio, cloruro de 

mercurio. 
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ABSTRACT 

 

Mercury is a heavy metal of global interest due to its tóxic effect on living beings; however, some 

bacteria have resistance to this metal. In the present study, the objective was to isolate and 

characterize mercury-resistant bacteria present in aquatic environments of Ica. Water samples 

were cultured on Luria Bertani (LB) agar supplemented with 10 µg/ml mercury chloride (HgCl2). 

Bacterial strains were isolated, which were selected, characterized and identified, through 

macroscopic study, biochemical tests (urease, TSI, lysine decarboxylase, β-galactosidase, indole, 

lactose, citrate, reduction of nitrate to nitrite, oxidase, catalase, amylase, gelatinase and 

hemolysis), physiological proofs (mobility and solubilization of inorganic phosphate), and 

identification by MALDI-TOF assay. The minimum inhibitory concentration (MIC) was 

determined for inorganic, mercury chloride (HgCl2) and organic mercurial compounds, 

phenylmercury acetate (PMA). 52 strains were isolated and 13 of them were selected for its 

greater resistance to inorganic mercury (HgCl2), corresponding to the genera Pseudomonas, 

Klebsiella, Enterobacter and Citrobacter. Pseudomonas was the one with the highest MIC of 

HgCl2, 150 µg/ml and PMA of 20 µg/ml. Most strains were resistant to ampicillin, cefazolin, and 

cefoxitin and sensitive to ceftriaxone, ceftazidime, gentamicin, and meropenem. It is concluded 

that Pseudomonas strains have greater resistance to both inorganic and organic mercury. 

 

KEYWORDS: Mercury, bacterial resistance, phenylmercury acetate, mercury chloride. 
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I. INTRODUCCION 

La contaminación con metales pesados se ha convertido en uno de los principales problemas del 

siglo XXI por su alta toxicidad e impacto sobre el medio ambiente (1). Su presencia es perjudicial 

para la biota y la salud humana, de forma particular los de mayor interés son el cadmio, cromo, 

arsénico, plomo y mercurio (2).  Estos metales pesados se generan de forma natural, como en las 

emanaciones volcánicas, incendios forestales, erosiones y por las actividades antropogénicas, 

como en la industria minera, agrícola o por la quema de combustibles fósiles (3–5). 

A nivel mundial, las actividades antropogénicas aportan el 75 % de mercurio al medio ambiente 

(6). China representa el mayor contaminante con un registro de descargas de hasta 98 toneladas 

por año en sus mares (7). La presencia de este metal pesado en fuentes acuáticas reduce 

notablemente la biodiversidad  (8), generando la perdida de hábitats como ocurre en la Amazonia  

(9, 10). Asimismo, como consecuencia genera la perdida de los recursos hídricos, impacta en los 

suelos y en la atmósfera; impidiendo el desarrollo de cualquier tipo de vida en el área afectada, 

incluso a mínimas concentraciones  (11–13), pudiendo dispersarse a miles de millas de distancia 

del lugar contaminado (14). 

El mercurio metálico se encuentra en forma líquida a temperaturas entre 20 °C a 25 °C y es buen 

transportador de electricidad (15). En el ambiente se encuentra en sus diversas formas, metálico  

(Hg0), inorgánico (Hg+2) y orgánico (HgMe), con mayor presencia en el medio marino (16). La 

forma metálica es volátil y tóxica al contacto. La forma inorgánica es soluble y se desplaza por 

las fuentes acuáticas, la orgánica es la más tóxica y es la mayor amenaza para la biota (17). Esta 

lo generan diversas bacterias a partir de la forma inorgánica y es absorbida por microorganismos 

(18, 19), luego ingresa a la cadena trófica y se va concentrando en diferentes animales acuáticos 

superiores que se alimentan de estos microorganismos (20). Finalmente, llega al ser humano 

debido a la ingesta de animales marinos contaminados, acumulándose en diversos órganos con 

impactos negativos para la salud (21–23). 

La biorremediación es una alternativa para tratar ambientes contaminados con metales pesados 

(20, 24). Esta utiliza diferentes microbios, entre ellos a las bacterias, para absorber o transformar 

los compuestos contaminantes con la finalidad de eliminarlos o reducir los impactos ambientales 

negativos. Asimismo, se utilizan como indicadores de contaminación y en procesos de 

bioextracción del metal (20, 25, 26). En los suelos y fuentes de aguas contaminadas, las bacterias 

tienen la capacidad de mineralizar compuestos complejos; transformar metales o metaloides 

tóxicos en menos tóxicos; e inmovilizar o volatilizar los metales y metaloides tóxicos  (5, 27, 28). 

Diversas especies de bacterias se han aislado de ambientes contaminados con mercurio y su 

presencia se debe a que han sido seleccionadas o han generado una respuesta adaptativa a la 

presencia del tóxico (29). La fuerte presión que ejerce el compuesto contaminante  permite que 
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se seleccionen aquellas bacterias que desarrollan algún mecanismo de defensa para sobrevivir, 

tolerar y proliferar en presencia del metal tóxico y los diversos compuestos presentes en el medio 

(30–32). Se han estudiado los mecanismos que hacen posible la resistencia bacteriana a mercurio  

(33); entre ellos se mencionan la precipitación celular, la transformación por enzimas o mediante 

la actividad de las enzimas codificadas en el operón mer (1, 6, 20, 34, 35). Este último es el 

mecanismo más estudiado y en los últimos años se ha reportado un mayor número de bacterias 

que presentan el operón mer, proporcionando diferentes niveles de resistencia a mercurio (5). 

Su capacidad bacteriana de adaptarse a condiciones extremas se debe a su plasticidad genética 

(36), como es el caso de los géneros Pseudomonas (37, 38) y Enterobacter (39). Estas bacterias 

han mostrado diversos mecanismos de resistencia que son aplicables en biorremediación. Entre 

ellos, tenemos la bioadsorción que es una técnica simple, flexible y su aplicación suele ser de bajo 

costo y muy eficiente. Por ejemplo, una cepa perteneciente al género Enterobacter ha sido 

ensayada en biorremediación de mercurio y como resultado demostró reducción en la 

concentración del tóxico metal y su inmovilización debido al crecimiento  bacteriano (20). 

La resistencia microbiana a mercurio se puede evaluar mediante su efecto en el crecimiento 

celular; por pruebas de resistencia frente a diversas concentraciones del metal pesado o por la 

determinación de biomasa mediante absorbancia y/o densidad óptica (40, 41). Diversos ensayos 

de resistencia frente a mercurio se han ensayado en bacterias, las cuales han mostrado diferentes 

valores en su respuesta (42). La resistencia depende del mecanismo involucrado y a la 

participación de diferentes perfiles genéticos, muchos de ellos presentes en plásmidos y en el 

cromosoma bacteriano.  Por ejemplo, se ha documentado que especies del género Pseudomonas 

pueden mostrar niveles de resistencia de hasta 400 µg/mL de mercurio (22). Asimismo, se ha 

logrado aislar  y caracterizar  cepas de Enterobacter  que presentaron una alta resistencia a 

diversos metales pesados entre ellos a mercurio, llegando a un nivel de biorremediación del 99% 

después de un periodo de incubación de 96 horas (39).    

En años recientes, la resistencia bacteriana a los antibióticos ha surgido como un problema 

mundial y las bacterias ambientales han mostrado resistencia a diversos antibióticos de 

importancia clínica como β-lactámicos, glicopéptidos, macrólidos y quinolonas (43). Estas 

resistencias mostradas se deben a la presencia de estos compuestos en el ambiente y proceden de 

fuentes hospitalarias, farmacéuticas y veterinarias. Asimismo, la aparición de bacterias 

ambientales resistentes se debe a la movilidad genética que ocurre entre ellas con las de origen 

hospitalario (44). Se ha observado que existe una relación entre la resistencia a mercurio y la 

resistencia a diversos antibióticos (45, 46), debido que algunos genes que proporcionan la 

resistencia son conferidos por el mismo mecanismos (bomba de expulsión) presente en algún 

elemento genético móvil como los plásmidos (47). 
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Las bacterias resistentes a mercurio, debido a que están constantemente sometidos a fuertes 

presiones del tóxico metal en los ambientes acuáticos, presentan altos niveles de resistencia. Por 

ello, es importante realizar una correcta identificación y caracterización de las mismas, lo que 

permitiría utilizarlas en procesos de restauración de ecosistemas en  el mismo lugar o en un 

biorreactor (48). La identificación bacteriana se realiza mediante la aplicación de diversos 

métodos; entre ellas, técnicas de evaluación de características fenotípicas, proteómica, pruebas 

bioquímicas, fisiológicas y moleculares (49). Para aislar bacterias resistentes a un metal es 

necesario que las muestras sean sembradas en medios de cultivo con una determinada 

concentración del metal  que permita la selección de aquellas resistentes (42). La caracterización 

generalmente involucra determinar su respuesta a pruebas bioquímicas, fisiológicas y fenotípicas 

(crecimiento, morfología, tamaño, etc) (50).   

La caracterización molecular, permite la clasificación e identificación de las células con base a 

sus características genéticas mediante estudios de ADN, ARN y proteínas (51). Entre las técnicas 

utilizadas para caracterizar especies con base a la expresión de proteínas se encuentra la 

proteómica, que estudia la estructura, función y composición de proteínas marcadoras. Este es el 

soporte de la identificación mediante la técnica de MALDI-TOF (matrix assisted laser desorption 

ionization – time off light – mass spectrometry) (49). Esta técnica permite obtener perfiles de 

proteínas ribosómicas del microorganismo en estudio, resultando una alternativa útil, rápida y 

certera al momento de identificar una amplia gama de bacterias (52).  

Entre las bacterias que presentan resistencia a mercurio aisladas de ambientes acuáticos se 

encuentran diversos géneros que han sido aplicados en la construcción de biosensores, métodos 

biomédicos, biorremediación, entre otros (1, 4, 20). La mayoría de ellas corresponden al grupo 

de  Gram negativas (53, 39) y pertenecen a los géneros Enterobacter (54–56), Klebsiella (34, 46, 

54, 57, 58), Shigella (59–61), Escherichia  (29, 45, 60, 62) y Citrobacter (5 ,63, 64). Asimismo, 

especies del género Pseudomonas (4, 12, 55, 65),  como  Pseudomonas putida (66, 67) y 

Pseudomonas otitidis (58), y también la especie Stenotrophomonas maltophilia  (58), entre otras. 

En el Perú, se han realizado aislamientos de bacterias resistentes a mercurio; entre ellas los 

géneros,   Escherichia  (45), Klebsiella, Enterobacter (54), Streptococcus, Staphylococcus, 

Serratia, (68), Proteus y Citrobacter (69), las cuales han mostrado diversos niveles de  resistencia 

(45), y se han seleccionado la más resistente por su potencial aplicación en biorremediación como 

una opción de respuesta frente a este fenómeno de contaminación ambiental (11). 

A nivel mundial, la contaminación por mercurio de origen minero es un problema vigente. 

Asimismo, en el Perú se encuentran activas alrededor de 30,000 mineras, ya sea de manera ilegal 

o legal  (70). En esta actividad económica el mercurio es utilizado para amalgamar oro, 

reportándose concentraciones del metal tóxico de hasta 1200 µg/g en el suelo (70, 71). Este metal, 

cuando se encuentra presente en las aguas residuales y lodos, representa un alto grado de 
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contaminación ambiental (4). Este puede acceder a la población en forma de vapor  (Hg0) o sus 

formas solubles  (Hg2+ y  MeHg), altamente tóxicas (72). Debido a los problemas que genera el 

uso indiscriminado del mercurio en el ambiente, surge la necesidad de tratarlo y reducirlo a formas 

menos contaminantes que no se acumulen en la cadena trófica (73).  

En la actualidad, se están aplicando protocolos con diversos métodos físicos y químicos para 

controlar los efluentes de mercurio. Sin embargo, los métodos  biológicos mediante el uso de 

organismos resistentes a este metal tóxico son una alternativa viable y de bajo costo (5) Debido a 

los problemas que genera el mercurio en el ambiente, es necesario realizar propuestas para 

disminuir su impacto. El tratamiento de aguas y suelos contaminados mediante biorremediación 

por bacterias es una alternativa útil. Se ha documentado el uso de especies del género 

Pseudomonas resistentes a mercurio (120 µg/mL) para la biorremediación de aguas residuales, 

debido a su capacidad de inmovilizar el metal y facilitar su extracción (4). Por estas razones, el 

presente trabajo de investigación tuvo como objetivo el aislamiento y la caracterización de 

bacterias resistentes a mercurio inorgánico y orgánico a partir de ambientes acuáticos con una 

potencial aplicación en biorremediación de ambientes contaminados.  
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II. ESTRATEGIA METODOLÓGICA 

1.1. Material biológico. 

Cepas control: E. coli ATCC 25922 y Staphylococcus aureus ATCC 25923, proporcionadas 

por el Laboratorio BioSLab. 

1.2. Técnica e instrumentos de investigación. 

1.2.1. Toma de muestra. 

Se colectaron muestras de aguas residuales en frascos Schott de vidrio estériles 

de 250 mL (Anexo, figura 1).  

Las muestras de aguas residuales municipales procedieron de: Ica (Cachiche, 

14°07'03"S 75°43'37"W), (Yaurilla, 14°03'40" S 75°40'24" W); Nazca 

(14°50'10" S 74°57'11" W) y Marcona (15° 22'20" S 75°08'40" W).  

Las muestras de relaves mineros procedieron de: Saramarca (14°29'34" S 

75°05'53" W), Ingenio (14°37'56"S 75°03'57" W) y Marcona (15°22' 00.0" S 

75°09'00.0" W).  

Todas las muestras fueron debidamente rotuladas, indicando lugar, fecha, punto 

de muestreo, temperatura de transporte. Asimismo, se trasladaron en un 

conservador con gel pack, para mantener la cadena de frío, al laboratorio de 

Biotecnología, Biología molecular y Microbiología industrial de la Facultad de 

Ciencias Biológicas, Universidad Nacional San Luis Gonzaga. 

 

1.3.  Procesamiento de muestras. 

1.3.1. Pre - enriquecimiento. 

De cada muestra se inoculó 1 mL en tubos conteniendo 5 mL de caldo LB (g/L: 

cloruro de sodio, 1; extracto de levadura, 0.1 y peptona, 1) suplementado con 10 

µg/mL de HgCl2. Se incubaron por 24 h a 30 °C (74). Se seleccionaron aquellos 

que mostraron turbidez por el crecimiento bacteriano (Anexo, figura 2). 

1.4.  Aislamiento y conservación de bacterias resistentes a mercurio. 

A partir de los tubos con crecimiento, se sembró una asada por estría y agotamiento en agar 

LB suplementado con 50 µg/mL de HgCl2. Se incubaron a 24 h a 30 °C (74). Se 

seleccionaron las colonias por sus características macroscópicas y fueron sembradas por 

estría en agar MacConkey, se incubaron a 35 °C por 24 h, para aislar colonias con 

características tintoriales de ser Gram negativas (Anexo, figura 3). Las cepas fueron 

sembradas por triplicado en caldo LB y se incubaron por 24 h a 35 °C. Luego, fueron 

suplementadas con glicerol estéril al 30 % y se conservaron a -20 °C.   

 



6 
 

1.5.  Determinación de la Concentración Mínima Inhibitoria (MIC). 

La resistencia de las cepas aisladas a mercurio fue determinada mediante el valor MIC. 

Esta se consideró como la concentración más baja de mercurio que impidió el crecimiento 

de la bacteria. Se ensayaron por triplicado los perfiles de resistencia de las cepas frente a 

cloruro de mercurio (HgCl2) y acetato de fenilmercurio (PMA). 

Los ensayos se realizaron en 2 mL de caldo LB suplementado con solución de HgCl2 hasta 

alcanzar concentraciones (en µg/mL) de: 0, 10, 25, 50, 75, 100, 150 y de PMA (en µg/mL): 

0, 2.5, 5, 7.5, 10, 15, 20.  A cada tubo se inoculó 20 µL de suspensión de cultivo de 24 h, 

luego  se incubaron a 25 °C y se midió la densidad óptica a 540 nm en un espectrofotómetro 

después de 24 h y 48 h  (75). Se consideró como crecimiento bacteriano a las lecturas 

mayores a 0.05 de densidad óptica (Anexo, figura 4.). 

Se utilizó como cepa control negativa a E. coli ATCC 25922, por no presentar resistencia 

a mercurio. 

1.6. Caracterización bacteriana. 

1.6.1. Caracterización macroscópica. 

De un cultivo de 24 h se tomó una asada y se sembró por estría y agotamiento en 

placas con agar LB suplementadas con 10 µg/mL de HgCl2 (Anexo, figura 5). 

Estas se incubaron a 35 °C por 24 h. Se determinaron las características culturales 

de las colonias entre ellas: tamaño, forma, borde y elevación.  

1.6.2. Caracterización bioquímica y fisiológica. 

Para la caracterización bioquímica, se consideraron las siguientes pruebas: 

producción de ácido sulfhídrico, producción de gas, capacidad de fermentar 

glucosa, lactosa y sacarosa en agar Hierro Triple Azúcar (TSI); utilización del 

citrato como única fuente de carbono; descarboxilación de la lisina; producción 

de indol; actividad de la enzima ureasa; producción de la enzima β - 

galactosidasa; actividad de la enzima citocromo-c-oxidasa; actividad de la 

enzima catalasa; producción de amilasa; reducción de nitrato a nitrito; prueba de  

gelatinasa y producción de hemolisina  (76) (Anexo, figura 6) (p. 39 - 41). 

Para la caracterización fisiológica se realizó la prueba de movilidad (76) y 

solubilización de fosfato (77). 

Se utilizó el medio NBRIP en la prueba de la solubilización de fosfato, se colocó 

2 μL de inóculo al centro del medio de la placa por triplicado y se incubaron a 28 

°C por espacio de 7 y 15 días hasta la observación de halos visibles alrededor de 

la colonia. Se realizaron las mediciones de los halos utilizando un fondo oscuro. 

La capacidad de solubilizar fosfato fue determinada mediante la siguiente 

fórmula (Anexo, figura 7): 
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S. F.=
C. D. +H.D.

C. D.
 

S.F.: Solubilización de fosfato 

C.D.: Diámetro de la colonia  

H.D.: Diámetro de la zona de halo 

1.6.3. Identificación bacteriana mediante MALDI-TOF. 

Las cepas bacterianas conservadas con glicerol al 30% se trasladaron al 

Laboratorio de  Bacteriología clínica del Instituto Nacional de Salud (INS) en un 

conservador con gel pack, para mantener la cadena de frío. Los cultivos fueron 

reactivados en el Agar Tripticasa de Soya (TSA), incubados a 35 °C por 24 h. De 

cada uno de ellos se obtuvo una alícuota, utilizando un asa bacteriológica estéril, 

y se transfirió a un pocillo de una placa; posteriormente, se añadió 1µL de 

solución de matriz (agua ultra pura, ácido trifluoroacetico y acetonitrilo) sobre 

cada pocillos y se esperó de 15 a 20 min para que el sobrenadante se evapore  

(49).  Transcurrido el tiempo, se colocó la placa en la cámara de Maldi Biotyper. 

Luego, se inició el programa FlexControl – Microflex para la selección del 

pocillo para la identificación bacteriana. El programa Maldi Biotyper compara el 

perfil de la bacteria con la base de datos de referencia (78), generando picos y los 

transforma en puntaciones, lo cual proporciona una gama de valores (Tabla 1). 

Para la identificación se utilizan algoritmos que proporcionan un valor de 

confianza determinado y dependiendo de ellos se puede identificar en familia, 

género o especie (78,79). Esta técnica es rápida y requiere mínimas cantidades de 

biomasa bacteriana (80) (Anexo, figura 8).  

 

Tabla 1. Significado de la puntuación del equipo MALDI – TOF. 

Gama de valores  Descripción  

2.300 - 3.000 Alta probabilidad de la identificación de la especie. 

2.000 - 2.299 Identificación según el género o probable de la especie. 

1.700 - 1.999 Identificación probable del género. 

0.000 - 1.699 Identidad poco fiable 
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1.7. Susceptibilidad a antibióticos. 

Se utilizó el Manual de Procedimientos para la Prueba de Sensibilidad Antimicrobiana por 

el Método de Disco de Difusión propuesta por el INS (81). Para ello, se utilizaron cultivos 

de 24 h crecidos en caldo Infusión Cerebro Corazón (BHI) e incubados a 35°C (Anexo, figura 

9). De cada uno de ellos se realizaron diluciones con solución salina estéril hasta obtener una 

turbidez equivalente al tubo 0.5 de la escala de McFarland, las mediciones se realizaron 

utilizando un nefelómetro (Anexo, figura 10). Con la ayuda de un hisopo de algodón estéril 

se sembró a partir de la suspensión bacteriana en la superficie del agar Müller-Hinton por 

triplicado. Se dejó por espacio de 5 a 10 minutos como máximo para que la superficie del 

medio se seque. Se mantuvo la tapa cerrada antes de colocar los discos de antibióticos. Estos 

se colocaron con ayuda de una pinza estéril de metal presionándolos ligeramente en el agar 

y separados a una distancia de 2.5 cm aproximadamente, para evitar superposición en las 

zonas de inhibición, Las placas se incubaron a 35 °C por 24 h. Se utilizó como organismo 

control a la cepa E. coli ATCC 25922, que presenta sensibilidad a los antibióticos. 

Los discos de antibióticos utilizados fueron los siguientes: ampicilina (10 μg), cefazolina (30 

μg), gentamicina (10 μg), cefoxitina (30 μg), ceftriaxona (30 μg), ceftazidima (30 μg), 

trimetoprima – sulfametoxazol (25 μg), meropenem (20 μg) y ciprofloxacino (5 μg).   

Las lecturas se realizaron después de 24 h, utilizando un fondo oscuro bajo luz reflejada y 

midiendo el diámetro de la zona, incluyendo los 6 mm de los discos (82).  

Los valores promedio y las desviaciones estándar de las lecturas de los halos de inhibición 

en los antibiogramas, se utilizaron para interpretar la sensibilidad bacteriana como: sensible 

(S), intermedio (I) y resistente (R), según los resultados independientes de cada cepa (81) 

(Anexo figura 11, Tabla 8, Tabla 9). 
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Tabla 2. Procedencia de cepas resistentes a mercurio aislados de ambientes acuáticos de la región Ica. 

Procedencia Lugar Cepas 

Laguna de Oxidación 
Cachiche C1-E C1-G (1) C1-G (2) C1-I (1) C1-J (1) C1-J (2) 

Marcona M1A-1 M1A-2 M1C-3 M1C-3* M1D-2 M1D-2* 

 
M1D-3 

     

Nazca N1A-1 N1A-2 N1A-3 
   

Yaurilla Y-01 Y1-A Y1-B (2) Y1-C*(1) Y1-C*(2) Y1-C*(3) 

 Y1-D* Y1-E Y1-E*(1) Y1-F Y1-F* Y1-G 

 
Y1-G*(1) Y1-G*(2) Y1-G*(3) Y1-H (1) Y1-H (2) Y1-H*(2) 

 Y1-I*(1)      

Relaves mineros 
Ingenio I3-2 I4-1 I4-2 I4-3   

Marcona M4-1 M6-1   

  

Saramarca S1-1 SA-2         
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Tabla 3. Concentración mínima inhibitoria de HgCl2 frente a cepas aisladas de laguna de 

oxidación de aguas municipales de la región Ica. 

Procedencia Cepa  
MIC HgCl2 

(µg/ml) 

Cachiche C1-E 75 

 C1-G (1) 150 

 C1-G (2) 75 

 C1-I (1) 75 

 C1-J (1) 100 

 C1-J (2) 100 

Marcona M1A-1 75 

 M1A-2 75 

 M1C-3 75 

 M1C-3* 75 

 M1D-2 75 

 M1D-2* 75 

 M1D-3 75 

Nazca N1A-1 75 

 N1A-2 75 

 N1A-3 75 

Yaurilla Y-01 100 

 Y1-A 75 

 Y1-B (2) 75 

 Y1-C*(1) 75 

 Y1-C*(2) 75 

 Y1-C*(3) 75 

 Y1-D* 75 

 Y1-E 100 

 Y1-E*(1) 75 

 Y1-F 150 

 Y1-F* 75 

 Y1-G 75 

 Y1-G*(1) 100 

 Y1-G*(2) 75 

 Y1-G*(3) 75 

 Y1-H (1) 75 

 Y1-H (2) 75 

 Y1-H*(2) 100 

 Y1-I*(1) 75 

 E. coli ATCC 25922** 10 

**: Control negativo  
  

 

  



12 
 

Tabla 4. Concentración mínima inhibitoria de HgCl2 frente a cepas aisladas de relaves 

mineros de la región Ica. 

Procedencia Cepa 
MIC HgCl2 

(µg/ml) 

Ingenio I3-2 75 

 
I4-1 75 

 
I4-2 75 

 
I4-3 75 

Marcona M4-1 75 

 
M6-1 75 

Saramarca S1-1 75 

 
SA-2 75 

E. coli ATCC 259222* 10 

*: Control negativo   
   

Tabla 5. Concentración mínima inhibitoria de PMA frente a cepas aisladas de ambientes 

acuáticos de la región Ica. 

Procedencia Cepa  
MIC PMA 

(µg/ml) 
 

Laguna de oxidación C1-G (1) 10  

 M1A-2 7.5  

 N1A-1 5  

 Y1-E 15  

 Y1-B2 15  

 Y1-F 5  

 Y1-A >20  

 Y-01 7.5  

 Y1-G*(1) 10  

 M1C-3  5  

Relaves mineros S1-1 15  

 I3-2 15  

 I4-2 5  

E. Coli ATCC 25922** 2.5  

**: Control negativo; PMA: Acetato de fenilmercurio 
 

  

  



13 
 

 

 

Tabla 6. Características morfológicas de las cepas aisladas de ambientes acuáticos de la región Ica. 

Cepa Diámetro (mm) Forma Borde Elevación 

C1-G (1) 1 circular entero convexa 

I3-2 2 circular entero Plana 

I4-2 1 circular entero convexa 

M1A-2 1 circular entero Plana 

M1C-3 2 circular entero convexa 

N1A-1 1 puntiforme entero Plana 

S1-1 2 circular entero Plana 

Y-01 1 ondulado entero Plana 

Y1-A 1 circular entero convexa 

Y1-B (2) 1 circular entero Plana 

Y1-E 1 circular entero convexa 

Y1-F 1 puntiforme entero Plana 

Y1-G*(1) 1 circular entero Plana 
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Tabla 7. Características bioquímicas de las cepas aisladas de ambientes acuáticos de la región Ica. 
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C1-G (1)      + K/K, gas -, H2S - + - - - + - Gamma + + - -  

I3-2      + K/A, gas ++, H2S - - + - + + + Gamma - + - -  

I4-2      - K/K, gas -, H2S - + - - - + - Gamma + + - -  

M1A-2      + A/A, gas ++, H2S - + + + + + + Gamma - + - -  

M1C-3       + A/A, gas ++, H2S - - + - + + + Gamma - + - -  

N1A-1       - A/A, gas -, H2S - - + - + + + Gamma - + - -  

S1-1      + K/A, gas ++, H2S - - + - - + + Gamma - + - -  

Y-01       - A/A, gas +, H2S - - + + + - + Gamma - + - -  

Y1-A       - K/K, gas -, H2S - + - - - + - Gamma + + - -  

Y1-B (2)      - K/K, gas -, H2S - - - - - + - Gamma + + - -  

Y1-E      + K/K, gas -, H2S - + - - - + - Gamma + + - -  

Y1-F       + K/K, gas -, H2S - + - - - + - Alfa + + - -  

Y1-G*(1)       + A/A, gas -, H2S - - + - - + + Gamma - + - -  

E. coli ATCC 25922**  - A/A, gas + H2S -  +   +  +  + - + Gamma - + - -  

S. aureus ATCC 25923**                 Beta          

A/A: acidez / acidez; K/K: alcalinidad/alcalinidad; K/A: alcalinidad/ acidez; **: Controles; (+): positivo; (-): negativo  
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Tabla 8. Características fisiológicas de las cepas aisladas de ambientes acuáticos 

de la región Ica. 

Cepa 
Solubilización de fosfato*** 

(mm) 
   Motilidad 

C1-G (1) 9  + 

I3-2 -  + 

I4-2 -  + 

M1A-2 -  - 

M1C-3 -  + 

N1A-1 -  + 

S1-1 -  + 

Y-01 -  + 

Y1-A -  + 

Y1-B (2) -  + 

Y1-E 6  + 

Y1-F -  + 

Y1-G*(1) 12  + 

E. coli ATCC25922** -  + 

**: Control; ***: Promedio por triplicado; (+): Positivo; (-): Negativo 
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 Tabla 9. Especies bacterianas identificadas aisladas de ambientes acuáticos de la región Ica. 

Cepa  
 Genero según la 

bioquímica y fisiología  

Identificación según  

MALDI-TOF 

                Especie                                    Puntuación 

C1-G (1) Pseudomonas Pseudomonas monteilli 2.278 

I3-2  Enterobacter  Enterobacter 1.88 

I4-2 Pseudomonas Pseudomonas putida 2.277 

M1A-2 Klebsiella  Klebsiella oxytoca 2.375 

M1C-3 Enterobacter  Enterobacter asburiae 2.226 

N1A-1  Enterobacter  Citrobacter freundii 2.447 

S1-1 Enterobacter Enterobacter cloacae 2.127 

Y-01 Escherichia  Escherichia coli 2.449 

Y1-A Pseudomonas Pseudomonas putida 2.123 

Y1-B (2) Pseudomonas Pseudomonas putida 2.067 

Y1-E Pseudomonas Pseudomonas putida 2.147 

Y1-F Pseudomonas Pseudomonas putida 2.225 

Y1-G*(1) Enterobacter   Enterobacter cloacae 2.135 

Valores de la identificación por MALDI - TOF: 0.000 – 1.699: poco fiable; 1.700-1.999: 

probable género; 2.000 – 2.299: probable especie; 2.300 – 3.000: alta probabilidad de especie. 
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Tabla 10. Sensibilidad antimicrobiana de las cepas aisladas de ambientes acuáticos de la región Ica. 
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C1-G (1) R R  R I S S R R S  

I3-2 R R R S S S S S S  

I4-2 S  S S S S S S S S  

M1A-2 I S S S S S S S S  

M1C-3  S  S S S S S R R S  

N1A-1 R R  R S S R S S I  

S1-1 I I R S S S S S S  

Y-01 S  S S S S S S S S  

Y1-A R R  R S S R R R R  

Y1-B (2) R R R S S S R R S  

Y1-E R R R S S S R R S  

Y1-F R R  R S S S R R S  

Y1-G* (1) R S I S S S S S I  

E. coli ATCC 25922** S  S S S S S S S S  

S: Sensible, I: Intermedio, R: Resistente; **: Control  
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IV. DISCUSION 

En el presente estudio se aislaron 43 cepas bacterianas resistentes a 10 µg/mL de mercurio 

inorgánico (HgCl2) provenientes de ambientes acuáticos de la Región Ica (Tabla 2). El 

aislamiento de bacterias con estas características de resistencia explicaría la presencia de 

compuestos mercuriales en el ambiente (46). Se han documentado aislamientos de bacterias 

resistentes a mercurio a partir  de aguas residuales (46, 54), sedimentos de playas (31, 45), lagunas 

(12) y ríos (60, 68). El rol ambiental de estas bacterias estaría relacionado con su participación en 

los procesos de microremediación natural y participación en el ciclo biogeoquímico del mercurio 

(45).  De los aislados, 35 procedieron de lagunas de oxidación de aguas residuales municipales 

(Tabla 3) y 8 de relaves mineros (Tabla 4).  Ambos tipos de ambientes acuáticos reciben diferentes 

tipos de metales pesados y entre ellos Hg, por lo que es frecuente aislar bacterias que resisten a 

las condiciones extremas que existen en ellos (44, 25). Asimismo, se seleccionaron 13 cepas 

resistentes a mercurio orgánico (PMA) (Tabla 5), lo que indica la presencia de cepas con amplio 

espectro de resistencia. Debido a que resisten tanto a mercurio inorgánico (Hg2+) como a mercurio 

orgánico (HgMe), probablemente obedezca a la diversidad de contaminantes que reciben estos 

tipos de agua y a la presencia de microbiota generadora de formas orgánicas de mercurio (22, 39, 

44, 58).  

Las cepas aisladas de aguas residuales municipales presentaron mayores valores de resistencia a 

HgCl2 (150 µg/mL) expresados en los valores MIC (Tabla 3), debido probablemente a la mayor 

diversidad bacteriana existente en el ambiente acuático y por estar expuestas a selección por los 

desechos industriales, domiciliarios y hospitalarios (30). Asimismo, la presencia de elementos de 

movilidad génica como transposones, plásmidos y fagos hace posible la aparición de especies con 

presencia de genes de resistencia transferidos de manera horizontal, un factor que promueve la 

diversidad genética en el microbiota acuática. Estos microorganismos son importantes debido a 

que participarían en la biorremediación natural de ambientes acuáticos, como ocurre en las 

lagunas de oxidación (39). Asimismo, este tipo de aguas son fuentes importantes para el 

aislamiento de bacterias resistentes a mercurio (4) y otros contaminantes que pueden ser utilizados 

para el tratamiento de lagunas, ríos y mares contaminados (38).  

Los valores de resistencia expresados en MIC oscilaron entre 75 y 150 µg/mL de HgCl2 y entre 

5 y 20 µg/mL de PMA (Tabla 3, Tabla 4, Tabla 5). Estos resultados son similares a aquellos 

documentados por otros investigadores, los cuales observaron valores de resistencia entre 50 y 

100 µg/mL de HgCl2 y entre 20 y 50  µg/mL de PMA (5, 75). La sobrevivencia de las bacterias 

en ambientes contaminados con altas concentraciones de compuestos mercuriales les permite 

activar mecanismos de resistencia presentes en el cromosoma o en plásmidos (31), con el objetivo 

de ser utilizados los compuestos organomercuriales como fuentes de energía y carbono (61).  
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El mecanismo de resistencia a mercurio más estudiado es mediado por la presencia del operón 

“mer”, el cual contiene los genes merA, merB, merP, merT, merR, entre otros (66). Los genes 

involucrados directamente en la resistencia son merA, que codifica para una enzima mercurio 

reductasa, que reduce el mercurio inorgánico (Hg2+) a mercurio volátil (Hg0) y merB, que codifica 

para una enzima mercurio liasa, involucrada en la hidrólisis de mercurio orgánico (HgMe) con la 

liberación del mercurio inorgánico (Hg2+) (1). Los que solo presentan el gen merA se denominan 

de espectro reducido y los que presentan ambos genes se denominan de amplio espectro (6,66). 

Algunas bacterias Gram negativas no presentan el gen merB (35) y sólo resisten a mercurio 

inorgánico, lo que explicaría la existencia de pocas cepas que mostraron resistencia a PMA (Tabla 

5). Asimismo, es posible que otros mecanismos diferentes al operón mer también participen en la 

resistencia observada. Resultados similares se han reportado, donde de 80 aislados solo 18 de 

ellas crecieron en presencia de PMA (5). 

Los mayores valores de MIC de HgCl2 y de PMA se observaron frente a las cepas Y1-E y Y1-F 

(Tabla 3) y a las cepas Y1-A, Y1-B (2) y Y1-E, respectivamente (Tabla 5). Estas corresponden a 

la especie P. putida. Miembros del género Pseudomonas se aíslan  con frecuencia de diferentes 

fuentes (4, 42, 46, 74, 83, 84) y  P. putida se caracteriza por su versatilidad genética y metabólica, 

por lo que uno de los principales objetivos es explotar su  potencial aplicación futura en procesos 

de  biorremediación (85). Asimismo, se han reportado a especies de los géneros Escherichia (45), 

Klebsiella (46,60), Shigella (60), Citrobacter (63), Serratia (46), Proteus (46,56) y 

Stenotrophomonas (58) como resistentes al mercurio. 

Las cepas C1-G (1) y Y1-E, que pertenecen al género Pseudomonas y la cepa Y1-G*(1), al género 

Enterobacter, demostraron capacidad de solubilizar fosfato inorgánico (Tabla 8). Se ha 

documentado que algunas especies del género  Pseudomonas, como Pseudomonas sp. MS16, son 

solubilizadoras de fosfato inorgánico (86). Esta característica indica que no solo son potenciales 

biorremediadores, sino que pueden ser  utilizadas como promotoras de crecimiento vegetal (87), 

representando el 10% de bacterias con la capacidad de solubilizar el fosfato (88). También pueden 

participar en los ciclos biogeoquímicos (77).  

La identificación bacteriana ha pasado por diferentes etapas según los avances de la ciencia. La 

caracterización mediante métodos bioquímicos tradicionales en la actualidad tiene muchas 

limitaciones y solo permite realizar una identificación parcial o preliminar. Sin embargo, cuando 

se trata de bacterias ambientales, donde existen condiciones extremas y se exponen a mayor 

variabilidad genética por la presencia de fagos y otros elementos genéticos móviles, se pueden 

observar variaciones en las características metabólicas y fisiológicas (36). Este puede explicar los 

resultados en la identificación bioquímica de la cepa Y1-E, que según MALDI-TOF corresponde 

a P. putida, pero se determinó como lisina descarboxilasa positiva (Tabla 7) y le correspondería 
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ser lisina descarboxilasa negativa. El cambio observado puede deberse a una mutación en el gen 

que codifica para la enzima u otro que no permita la expresión de la misma (65).   

Por otro lado, la cepa N1A-1 fue identificada mediante la bioquímica tradicional como especie 

del género Enterobacter y mediante MALDI – TOF como Citrobacter freundii (Tabla 9). Este 

resultado variable entre la identificación bioquímica y por MALDI-TOF se debe a la ausencia de 

producción de sulfuro de hidrógeno (H2S), característica típica de esta especie. Sin embargo, se 

han determinado variantes bioquímicas en especies del género Citrobacter que no logran producir 

H2S (89). La diferente identificación de la cepa N1A-1 mediante ambas pruebas se debe a que los 

resultados de muchas pruebas bioquímicas entre las especies de los géneros Citrobacter y 

Enterobacter son similares(89) La técnica MALDI-TOF, que tiene más precisión y confiablidad,  

ha permitido confirmar las especies  P. putida, P. monteilli,  E. cloacae, E. asburiae, K. oxytoca 

y E. coli (Tabla  9), también aisladas en otras investigaciones (54, 68).  

Frente a las dificultades en la identificación bioquímica, se han establecido pruebas de 

caracterización molecular, las cuales han mejorado la detección e  identificación de los 

microorganismos (76). El uso de la técnica MALDI – TOF, que se basa en la identificación de 

proteínas ribosómicas, es más precisa y permite la identificación a nivel de especie, esto debido 

a que hay un perfil de expresión característico de las especies y es comparado con un patrón de 

especies de referencia (78). Con los resultados se demuestra que la caracterización mediante 

MALDI – TOF es más confiable que la identificación bioquímica. Sin embargo, en la actualidad 

la identificación mediante secuenciación y comparación de genes marcadores es la de mayor 

confiabilidad (51).  

En la caracterización de las bacterias en estudio, también se determinó la sensibilidad a diversos 

antibióticos. Las cepas I4-2 y Y-01 tuvieron sensibilidad a todos los antibióticos evaluados, Y1-

G*(1) y M1A-2 presentaron resistencia e intermedio a ampicilina respectivamente (Tabla 10). 

Todas las cepas identificadas como Pseudomonas excepto I4-2 fueron resistentes a ampicilina y 

sensibles a ceftriaxona y ciprofloxacino. Otros autores citan a Pseudomonas con similar perfil (4, 

46). Estas cepas que presentan resistencia a betalactámicos se deben a que en el ecosistema 

existen microorganismos que producen estos metabolitos (25). Se observó también resistencia de 

la cepa Y1-A a ciprofloxacino. Las cepas M1A-2, M1C-3 y Y-01 fueron identificadas como K. 

oxytoca, E. cloacae y E. coli respectivamente, que presentaron sensibilidad a ceftriaxona (Tabla 

10). Resultados similares son citados por otros investigadores (54).  

Los resultados variables de respuesta frente a los antibióticos es un hecho que se observa en todas 

las especies bacterianas debido a que los determinantes de resistencia, generalmente ubicados en 

plásmidos y otros elementos móviles, pueden desplazarse de una especie a otra, generando 

variabilidad y el surgimiento de especies con múltiples resistencias a antibióticos, lo cual 

constituye un problema mundial. La presencia de antimicrobianos y metales pesados en el 
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ambiente, incluyendo a mercurio, han contribuido a la selección de bacterias con resistencia a 

antibióticos y a metales pesados, por lo que es frecuente observar genomas con la presencia de 

diversos tipos de genes que confieren resistencia a diversos compuestos tóxicos y a metales 

pesados  (25, 43). Debido a que las bacterias utilizan los mismos mecanismos para expulsar o 

repeler algunos agentes extraños (45), algunos de los más frecuentes son la prevención de acceso 

a la célula, mutación en las porinas y la presencia de bombas de expulsión, entre otras (1, 6, 34). 
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V. CONCLUSIONES 

Al término de la investigación, se llegaron a las siguientes conclusiones: 

 

• Existen bacterias resistentes a mercurio inorgánico (HgCl2) y a mercurio orgánico (PMA) 

en las aguas residuales municipales y relaves mineros de la región Ica.  

• Los valores de resistencia bacteriana frente a HgCl2 y a PMA expresados en MIC variaron 

entre 75 µg/ mL y 150 µg/mL y entre 5 µg/mL a > 20 µg/mL, respetivamente. 

• La especie P. putida presentó los mayores valores de resistencia a las formas de mercurio 

ensayadas. 

• Especies del género Pseudomonas y E. cloacae tienen la capacidad de solubilizar fosfato. 

• La mayoría de las bacterias evaluadas presentaron resistencia a ampicilina, cefazolina y 

cefoxitina. 
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VI. RECOMENDACIONES  

 

• Identificar las cepas bacterianas utilizando secuenciación de marcadores moleculares. 

• Realizar nuevos aislamientos bacterianos de muestras de áreas contaminadas con 

mercurio. 

• Determinar los valores MIC de otros metales pesados frente a las cepas estudiadas 

• Evaluar la capacidad promotora de crecimiento vegetal de las cepas estudiadas para su 

aplicación en suelos contaminados con metales pesados. 

• Seleccionar las cepas que tengan capacidad de volatilizar mercurio. 
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VIII. ANEXOS 

 

Figura 1. Muestras de ambientes acuáticos de relaves mineros de la región Ica. 

 

 

 

Figura 2.  Pre- enriquecimiento en caldo LB suplementado con 10 µg/mL de HgCL2 aisladas de 

ambientes acuáticos de la región Ica. 
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Figura 3. Cepas aisladas de ambientes acuáticos de la región Ica, en medio agar MacConkey 

procedentes de relave minero:   A) I3-2; laguna de oxidación: B) C1-G (1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Concentración mínima inhibitoria de la cepa C1-E frente a HgCl2 procedente 

de laguna de oxidación, por triplicado con concentraciones de HgCl2 (µg/ mL): 0, 10, 

25, 50, 75, 100 y 150 respectivamente de izquierda a derecha. 
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Figura 5.  Agar LB suplementado con 10 µg/mL de HgCl2 con cepas procedentes de lagunas de 

oxidación; A) Y1 -B (2), B) Y1-G*(1); relave minero, C) I 3-2 
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Figura 6: Pruebas bioquímicas para su posterior identificación de enterobacterias aisladas de 

ambientes acuáticos de la región Ica 
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Figura 7. Solubilización de fosfato de: Laguna de oxidación, A) C1-G (1), B) Y1-E, C) Y1-G*(1); 

relave minero, D) S1-1 
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Figura 8. Identificación de cepas aisladas de ambientes acuáticos de la región Ica, mediante la 

aplicación del programa MALDI-TOF. 

 

 

 

Figura 9. Reactivación de las cepas en caldo BHI aisladas de ambientes acuáticos de la región 

Ica. 
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Figura 10. Determinación de la concentración celular en el Nefelómetro Thermo Scientific 

equivalente a 0.5 en la escala de Mac Farland.  

 

 

Figura 11. Sensibilidad antimicrobiana de cepas procedentes de: lagunas de oxidación A) N1A-

1, B) Y1-A; relave minero, C) S1-1 
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Procedimiento de las pruebas bioquímicas (76): 

• Agar Hierro con triple azúcar (TSI): De un cultivo puro, con la ayuda de un asa 

bacteriológica en recta, se sembró en el medio por picadura en el fondo y por estría en la 

superficie inclinada del medio. Llevándose a incubación a 30 °C por 24 h. Transcurrido 

el tiempo de incubación, se interpretaron los resultados: 

Superficie alcalina/profundidad ácida (K/A): La bacteria solamente fermenta la glucosa. 

Superficie ácida/profundidad ácida (A/A): La bacteria fermenta la glucosa, lactosa y/o 

sacarosa. 

Superficie alcalina/profundidad alcalina (K/K): La bacteria no puede fermentar los 

azucares. 

La presencia de burbujas en el medio de cultivo indica la presencia de gas. 

El ennegrecimiento del medio de cultivo indica la producción de ácido sulfhídrico. 

• Agar Lisina y Hierro: De un cultivo puro, con la ayuda de un asa bacteriológica recta, se 

sembró en el medio por picadura en el fondo y por estría en la superficie inclinada del 

medio. Llevándose a incubación a 30 °C por 24 h. Transcurrido el tiempo de incubación, 

se interpretaron los resultados: 

Resultado positivo: Superficie alcalina /profundidad alcalina (superficie violeta / fondo 

violeta). 

Resultado negativo: Superficie alcalina /profundidad ácida (superficie violeta / fondo 

amarillo). 

• Producción de urea: De un cultivo puro, con la ayuda de un asa bacteriológica recta, 

sembrar por estría en la superficie inclinada, incubando a 30 °C por 24 h. Transcurrido el 

tiempo de incubación, se interpretaron los resultados: 

Resultado positivo: Cambio en el medio a color rosado. 

Resultado negativo: No cambia de color el medio. 

• Producción de Indol: De un medio de cultivo, se inocula en el medio Indol la cepa con 

ayuda de un asa bacteriológica, incubando a 30 °C por 24 h. Transcurrido el tiempo de 

incubación, se añaden 3 a 5 gotas del reactivo de Kovacs. Se interpretan los resultados: 

Resultado positivo: el color del reactivo cambia a rojo en el medio de cultivo. 

Resultado negativo: el color del reactivo mantiene un color incoloro. 

• Producción de la enzima β – galactosidasa: De un cultivo puro, utilizar un asa 

bacteriológica e inocular a un tubo de ensayo que contenga 0.5 mL de solución salina 
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estéril al 0.85%, posteriormente agregar un disco de ONPG a la suspensión, incubar a 30 

°C. Transcurrido el tiempo de incubación, se interpretan los resultados: 

Resultado positivo: cambio de color a amarillo.  

Resultado negativo: no se observa cambio de color. 

• Agar citrato de Simmons: De un cultivo, con la ayuda de un asa bacteriológica recta, 

sembrar por estría en la superficie inclinada, incubando a 30 °C por 24 h a 48 h. 

Transcurrido el tiempo de incubación, se interpretaron los resultados: 

Resultado positivo: Cambio de color del medio a azul. 

Resultado negativo: No cambia de color el medio. 

• Presencia de la enzima citocromo-c-oxidasa: Añadir 1 o 2 gotas de reactivo a una parte 

del papel filtro y esperar a que el reactivo se distribuya homogéneamente, posteriormente 

usando un palillo de madera y retirar una colonia, frotando el inoculo en el área del papel 

filtro que tiene el reactivo. Luego de unos 30 segundos se interpretan los resultados: 

Resultado positivo: Presencia de un color azul intenso. 

Resultado negativo: Ausencia de un color azul intenso. 

• Actividad de la enzima catalasa: Colocar una gota de peróxido de hidrógeno sobre una 

lámina portaobjetos, con ayuda de un palillo de madera colocar una colonia no mayor a 

24 h y suspender, luego de 30 segundos interpretar resultados: 

Resultado positivo: Se evidencia formación de burbujas. 

Resultado negativo: No se evidencia formación de burbujas. 

• Producción de la enzima amilasa: De un cultivo, con la ayuda de un asa bacteriológica, 

sembrar por estría en el medio, incubando por 10 días. Transcurrido el tiempo de 

incubación, agregar a la solución lugol e interpretar los resultados. 

Resultado positivo: Presenta un halo claro alrededor de la colonia.  

Resultado negativo: Color azul del medio, no hubo hidrolisis. 

• Reducción de nitratos a nitritos: Con ayuda de un asa estéril transferir una colonia en el 

medio de reducción de nitratos a nitritos, incubar por 24 h a 30 °C. Transcurrido el tiempo 

de incubación, añadir dos gotas de solución A y dos gotas de solución B del reactivo de 

Griess y homogenizar, luego interpretar los resultados. 

Resultado positivo: El medio presenta un color rojizo. 

Resultado negativo: El medio no cambia de color. 
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• Prueba de gelatinasa: De un cultivo, inocular con un asa estéril recta e incubar por 7 días 

a 30 °C. 

Resultado positivo: El medio de cultivo cambia a estado a líquido. 

Resultado negativo: Medio de cultivo se mantiene sólido.  

• Producción de hemolisina: De un cultivo, sembrar por estría en el medio, incubar por 24 

h a 30 °C e interpretar los resultados: 

Alfa hemolisis: halo color verdoso alrededor de la colonia. 

Beta hemolisis: halo color brillante alrededor de la colonia. 

Gamma hemolisis: no presenta modificación de color de la colonia. 

• Prueba de motilidad: De un cultivo puro de 24 h sembrar con un asa bacteriológica recta, 

ingresar el asa las ¾ partes del medio de cultivo, asegurándonos de retirar el asa 

bacteriológica por el mismo punto donde ingresó, incubar por 24 h a 30 °C e interpretar 

resultados: 

Resultado positivo: crecimiento difuso que se extiende por todo el medio. 

Resultado negativo: crecimiento se limita, presenta márgenes bien definidos. 
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Tabla 11. Tabla comparativa de medición de halos de sensibilidad antimicrobiana a distintos 

antibióticos. 
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Tabla 12. Lectura de la sensibilidad antimicrobiana de las cepas aisladas de ambientes acuáticos de la región Ica. 
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A
  

C1G-1 6 0 R 6 0 R  6 0 R 19 1.2 I 24 1.2 S 22 1.2 S 6 0 R 24 1.2 S 33 0 S  

I3-2 6 0 R 13 1.5 R 6 0 R 34 1.2 S 30 1.5 S 20 0.6 S 34 0.6 S 33 1.2 S 35 1.5 S  

I4-2 27 0.3 S  30 0.5 S 27 0.3 S 31 0.4 S 28 0.5 S 29 0.2 S 30 0.4 S 31 0.4 S 33 0.3 S  

M1A-2 14 0.6 I 26 0.6 S 28 0.6 S 36 0.6 S 34 0.6 S 21 0.6 S 31 1.2 S 35 1 S 26 1.2 S  

M1C-3  20 2.1 S  21 1 S 28 1.5 S 40 1 S 33 1 S 23 0.6 S 6 0 R 33 2 S 28 1 S  

N1A-1 6 0 R 6 0 R  6 0 R 21 1 S 23 0.6 S 9 0.6 R 26 1 S 34 0.6 S 19 0.6 I  

S1-1 14 1.5 I 17 0.6 I 6 0 R 32 2.1 S 32 1 S 20 0.6 S 32 2.3 S 34 0.6 S 38 2.5 S  

Y-01 28 1 S  34 1 S 31 0.6 S 41 1 S 38 2 S 24 0.6 S 35 1 S 38 1 S 30 1 S  

Y1-A 6 0 R 6 0 R  6 0 R 23 1.5 S 29 1.5 S 10 1 R 6 0 R 30 3.1 S 13 1 R  

Y1-B2 6 0 R 6 0 R 6 0 R 23 0.6 S 27 0.6 S 20 2.1 S 6 0 R 21 2.6 S 32 1.2 S  

Y1-E 6 0 R 6 0 R 6 0 R 22 1.5 S 24 1 S 20 0.6 S 6 0 R 19 2 S 34 1 S  

Y1F 6 0 R 6 0 R  6 0 R 20 1.5 S 26 0.6 S 28 1.5 S 6 0 R 26 1.5 S 36 1 S  

Y1G*1 6 0 R 19 0.6 S 17 1 I 37 1.5 S 34 1.5 S 31 1.5 S 24 1.5 S 36 1.5 S 20 1 I  

E. coli 

20 0.6 S  23 0.6 S 30 1.7 S 33 1 S 29 1.5 S 23 0.6 S 26 1 S 34 1 S 36 0.6 S 

 

 ATCC 

25922** 
 

X: Promedio de tres ensayos independientes, DS: Desviación Estándar A: Análisis de Resistencia, **: Cepa control   
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