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. Titulo

Caracterizacion molecular de bacterias nativas resistentes a mercurio aislados en relaves
de la mina La Rinconada y su relevancia en salud publica

Il.  Resumen del Proyecto de Tesis (Debe ser suficientemente informativo, presentando -
igual que un trabajo cientifico- una descripcion de los principales puntos que se
abordaran, objetivos, metodologia y rultados que se esperan)

El presente proyecto tiene como objetivo caracterizar a nivel molecular bacterias nativas
resistentes a mercurio aislados en relaves de la mina La Rinconada y su relevancia en salud
publica ; La metodologia para Identificar a nivel molecular bacterias nativas resistentes a
mercurio en relaves de la mina Rinconada y su posicion filogenética se aplicara la actividad
segun protocolos del Instituto nacional de salud,el Minam y estandares internacionales, para
identificarlas biomolecular mente se aplicara las técnicas de la proteina de la cadena
polimerasas ,y para determinar la resistencia de bacterias nativas aisladas de relave minero
al mercurio en condiciones in vitro, se aplicara la tenica de identificacion microscopia y
bioguimica ,segun los estdndares del INS actualizado y finalmente la aplicacion de un
instrumento para la observacién y encuesta ,validad. ,el método estadistico para .Los
resultados que se desea obtener es demostrar que si existen bacterias nativas resistentes
a mercurio y es muy importante valorar y resolver el problema de salud publica en La mina
la rinconada.

lll. Palabras claves (Keywords) (Colocadas en orden de importancia. Max. palabras: cinco)

\ Bacterias, mercurio, relave, mina, salud publica

IV. Justificacion del proyecto

El mercurio (Hg) ambiental existe en su forma elemental, asi como de mercurio inorganico
y mercurio organico. En su forma elemental, el Hg existe como metal liquido, que a pesar
de su baja presion de vapor (2 um Hg), puede convertirse en vapor a temperatura ambiente
debido a su bajo calor latente de evaporacion (295 kJ/kg) y su relativa ausencia en el aire.
Los vapores toxicos formados por la vaporizacion del Hg o la quema de materiales que
contienen Hg pueden ingresar al sistema respiratorio y pasar facilmente a la circulacién. La
vida media bioldgica promedio del Hg inhalado en todo el cuerpo es de ~60 dias. Debido a
gue el vapor de Hg puede volverse soluble en lipidos una vez oxidado, existe el potencial
de bioacumulacién en la corteza renal, higado y especialmente el cerebro, donde la vida
media del Hg puede ser de hasta 20 afios (Rice et al., 2014).

Asimismo, las actividades humanas casi han triplicado la cantidad de mercurio en la
atmosfera y la carga atmosférica esta aumentando un 1,5 por ciento por afio (Clifton, 2007).
El suelo contaminado por mercurio o la redistribucién de agua contaminada tiene el potencial
de entrar en la cadena alimentaria a través de las plantas y el ganado. Una vez en la cadena
alimentaria, el mercurio puede bioacumularse y causar efectos adversos para la salud
humana (Rice et al., 2014).

La Rinconada es un centro poblado ubicado en La Ananea, Puno, a 5000 msnm, se calcula
gue en este centro poblado viven 30 mil habitantes, cuya actividad econdmica se centra en
la mineria en el Cerro Ananea. La explotacibn de Ananea esta concesionada a la
Corporacién Minera Ananea, que alquila la explotacion de cada socavon a mas de 400
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operadores mineros o contratistas. En este esquema laboral, el sistema de pago se
denomina cachorreo: los mineros trabajan 25 dias sin paga, y los otros 5 dias de trabajo se
llevan el fruto de su trabajo para beneficio propio. Para volver la situacién adn mas critica,
el centro poblado convive con multiples formas de criminalidad, y carece por completo de
servicios basicos de saneamiento, ademas que el 93% no cuenta con equipos de proteccion
personal para manipular este metal (Leén, 2022).

De otro lado, en habitats contaminados con Hg, la actividad microbiana es el principal
mecanismo de especiacion de Hg, aunque el Hg también puede ser toxico para la misma
comunidad microbiana. Los iones de Hg pueden interactuar facilmente con los ligandos de
sulfhidrilo en las proteinas, lo que da como resultado la inactivacién de las proteinas y la
pérdida de las funciones celulares (Dash & Das, 2012). Ademas, los compuestos organicos
de Hg como el MeHg pueden reaccionar con el ADN causando dafos irreversibles
(Mathema et al.,, 2011). Algunos microorganismos han desarrollado formas de
desintoxicacion de Hg que involucran genes especificos relacionados con la tolerancia y la
resistencia. Por lo general, la resistencia esta relacionada con los genes de respuesta activa
de Hg para la reduccion enzimatica de Hg?* a Hg® o la metilacion a MeHg, asi como la
desmetilacién antes de la reduccion (Das et al., 2016). Por el contrario, la tolerancia implica
una respuesta metabdlica general normalmente relacionada con la unién del Hg a los
constituyentes de la pared celular, los pigmentos y los polisacaridos extracelulares
(biosorcién) y la precipitacion de complejos inorganicos de Hg, como el HgS, alrededor de
las células (Gadd, 2010).

Asi, las bacterias resistentes al Hg son responsables de las tres transformaciones bioldgicas
principales del Hg: la reduccion del Hg?* a Hg° la metilacion del Hg?* a MeHg vy la
desmetilacién del MeHg. El primer y Ultimo proceso estan vinculados a genes en el operén
mer, ampliamente distribuido entre bacterias y arqueas, que incluye los genes para el
transporte y la movilizacion de Hg (mer P/mer T/mer C), merAB para la desmetilacion y
reduccion de Hg y merR/merD para deteccion y regulacion (Barkay et al. 2003). Por otra
parte, la metilacion esta asociada a procesos andéxicos relacionados con bacterias sulfato-
reductoras y ferro-reductoras y metandgenos.

Es por tal motivo que se propone la caracterizacion de bacterias resistentes al mercurio en
relaves mineros de la mina Rinconada y su importancia en la salud publica.

V. Antecedentes del proyecto

Segun Fernandez (2022) en Secocha, Arequipa, través de un analisis de ADN (99,78% de
similitud) y espectrometria de absorcién atomica, la bacteria Gram-positiva Zhihengliuella
albasp. T2.2 fue identificada como la cepa con mayor capacidad de remocion de mercurio
de las soluciones de cultivo con una concentracion inicial de mercurio de 162 mg-L- 1. La
capacidad de eliminacion alcanzo valores cercanos al 39,5% en un tiempo de incubacion de
45 dias, con maxima eficacia de eliminacion en las primeras 48 h.

Cardona et al. (2022) en la selva amazodnica en Colombia, encontraron que la mayoria de
las cepas bacterianas altamente resistentes (MIC > 40 mg L-1 HgCI2 ) se aislaron de
muestras de suelo y sedimento las que pertenecian a Pseudomonas (60 %) o Bacillus
(20%). Asimismo, las cepas bacterianas altamente resistentes fueron positivas para la
presencia del gen merA, lo que sugiere un mecanismo activo de resistencia al mercurio,
como ocurre con las cepas de Pseudomonas sp. TP30 y Burkholderia contaminans TR100
(MIC =64y 71 mg L -1 HgCl 2, respectivamente), que en presencia de concentraciones
crecientes de mercurio expresaron el gen merA a niveles crecientes, concomitante con una
actividad significativa de reduccién de mercurio, lo que sugiere una alta conservacion de
genes dentro de los grupos taxondmicos, pero también varios eventos de transferencia
horizontal de genes entre géneros taxondmicamente distantes.

De otro lado en Indonesia, Irawati et al.(2012) revel6 que la adicion de 50 y 100 ppm de
HgCI2 en Brevundimonas sp. HgP1 resultd en la disminucién de la tasa de crecimiento y el
alargamiento de la fase de latencia en 8 y 16 horas, respectivamente. La adicion de HgCI2
también afectd el aspecto morfoldgico de la colonia bacteriana a negro. Brevundimonas sp.
HgP1 acumulé Hg2+ hasta 1,09 y 2,7 mg/g de peso seco de células y eliminé 64,38 y
57,10 % de Hg2+ del medio que contenia 50 y 100 ppm de HgCI2, respectivamente.

En Australia a partir de suelos contaminados, Mahbub et al. (2016) aislé una cepa bacteriana
resistente al mercurio, SA2, del suelo contaminado con mercurio. La secuencia del gen 16S
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rRNA de este aislado mostro una similitud de secuencia del 99% con los géneros
Sphingobium y Sphingomonas del grupo a-proteobacteria. Sin embargo, el aislado formé
una linea filética distinta con el género Sphingobium, lo que sugiere que la cepa pertenece
a Sphingobium sp. Los estudios de toxicidad indicaron resistencia a niveles altos de
mercurio con valores de EC 50 estimados de 4,5 mgL-1y 44,15 mg L -1y valores de CIM
de 5,1 mg L -1y 48,48 mg L —1en minimal y rich media, respectivamente. La cepa SA2
pudo volatilizar el mercurio mediante la produccion de la enzima reductasa de mercurio, lo
que la convierte en una candidata potencial para remediar el mercurio.

VI. Hipétesis del trabajo

Es probable que exista bacterias nativas resistentes a mercurio aislados en relaves de la
mina La Rinconada y valorar su relevancia en salud publica

VIl. Objetivo general

Caracterizar a nivel molecular bacterias nativas resistentes a mercurio aislados en relaves
de la mina La Rinconada y su relevancia en salud publica

VIIl. Objetivos especificos

— Identificar a nivel molecular bacterias nativas resistentes a mercurio en relaves de
la mina Rinconada y su posicion filogénetica

— Determinar la resistencia de bacterias nativas aisladas de relave minero al mercurio
en condiciones in vitro

— Evaluar las consecuencias en salud de la poblacién que vive en la Rinconada

IX. Metodologia de investigacién

Area de estudio

Distrito de Ananea, provincia de Sandia, a ~5200 msnm a una Longitud 69°26’00"W y Latitud
14°37°00”S, donde el yacimiento cuenta con 44 mantos y su reserva en mineral potencial es
de 2,24 Mt con 14,53 g/t (Acosta et al., 2011).

Las muestras seran recolectadas con draga metélica Van ven a 20 cm de profundidad en
los relaves de la mina la rinconada en 5 puntos se tomara un litro en un frasco , se utilizara
agua peptonada al 10% % como medio de transporte. Las muestras seran conservadas en
cadena de frio hasta laboratorio. La identificacion bacteriana se realizara a partir de
(tripticasa soja agar) TSA posteriormente incubados a 37°C durante 24 a 48 horas.
Transcurrido el tiempo de incubaciéon seran trasladados a los medios selectivos -S-S
(Salmonella-Shigella),-TCBS (Vibrios), -Mac Conkey- EMB (Enterobacterias), Baird- Parker
(Cocos gram positivos) incubadas a 37°C durante 24-48 horas y finalmente trasladadas a
medio LB (Luria Bertani) para posteriores ensayos.

La identificacion microscopica y bioquimica

La actividad metabdlica de las bacterias sera determinada por el sistema de BBL

Crystal™ Kit ID para bacterias Gram negativas no fermentadoras y Gram positivas,
siguiendo las indicaciones de la casa comercial y Mostafa et al., 2011; INS -Lima.
Caracterizacion molecular

Las colonias aisladas de la cepa resistente a mercurio seran cultivadas en agar TCBS por
24 h a 37°C. De este nuevo cultivo se tomaran con aza aproximadamente 0.25 g de las
colonias mas aisladas y se realizaran la extraccién del ADN utilizando el kit de extraccion
DNeasy Powers oil® de QIAGEN. El gen 16S ARNr de la extraccion sera amplificada con
los procedimientos estandar de PCR ,los cuales seran llevados al Instituto Nacional de
salud Lima. Las secuencias seran analizadas con el programa 4Peaks y posteriormente
comparadas con la base de datos gendémica del INS.

Determinacion de la resistencia de las bacterias aisladas en los relaves d e la mina la
rinconada

Identificacion microscépica y bioquimica.

Las colonias axénicas de 24 horas de incubacion seran suspendidas en caldo LB a 0.5 en
la escala de Mac Farland; luego, con un hisopo previamente estéril, la suspension sera por
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siembra masiva en caldo LB Hinton con diferentes concentraciones de mercurio (10 ppm,
15 ppm, 20 ppm, 30ppm, 45 ppm, 60 ppm, 75 ppm, 90 ppm, 105 ppm, 120 ppm, 135 ppm,
150 ppm y 180 ppm); posteriormente, se identificaron como bacterias resistentes a mercurio,
aquellas que presenten turbidez a las 24 horas de inoculada en el caldo LB con las
diferentes concentraciones de Mercurio; luego de esto se sembraron en Agar LB para
descripciodn de colonias y realizacion de tincion de Gram para confirmar la pureza de la cepa.
Y para evaluar las consecuencias de salud en la poblacién que vive en La Rinconada se
aplicara una ficha de observacion y encuesta .
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XI.

Uso de los resultados y contribuciones del proyecto (Sefialar el posible uso de los
resultados y la contribucion de los mismos)

Los resultados seran de mucha utilidad primeramente por que se concera que bacterias
resistentes al mercurio existe en la zona de La Rinconada,lo cual por su producciones de
minerales como es el oro la plata y otros,también se encuentran como contaminantes al
medio ambiente produciendo impacto negativo como también a la salud huaman y de los
demas seres vivos,los cuales ni siquiera se perctan sobre las consecuencias que produce
el encontrarse viviendo y trabajando en la zona donde nisiquiera hay servicios,asi mismo
servira para saber en que medida estas bacterias han adquirido resistencia frente a los
antibioticos;finalmente conocer cuales son las consecuencias en cuanto refiere a salud en
la poblacion ,debido a que trabaja toda la familia,padre,madre hijos .

XIl.

XII.

Impactos esperados

Impactos en Ciencia y Tecnologia

Impacto positivo en el campo ambiental

Impactos econémicos

El impacto a producir es reducir el costo econdémico en cuanto refiere al tratamiento

de enfermedades en la poblacion de La Rinconada, emitir un diagnostico
epidemiologico de la situacion de los pobladores que viven en un sitio tan
contaminado y dar las sugerencias para la salud publica ,la cual estara a cargo la
posta de salud que corresponde a la mina y la universidad con apoyo de las
facultades correspondientes a fin

Impactos sociales

Respecto al impacto social el centro poblado ha tenido un crecimiento fuertemente
acelerado, hacinamiento y condiciones criticas de servicios basicos vy
consiguientemente limitadas condiciones de vida para la poblaciéon asentada en la
localidad. En este centro poblado hay serios problemas sociales como alcoholismo,
delincuencia, violencia callejera y prostitucién de mujeres adolescentes en bares y
cantinas,es s relativamente frecuente la desaparicion de personas, violaciones y
muerte por asaltos y peleas callejeras y en los bares,los cuales se impondria la
educacion para la salud y educacion para la juventud.

iv. Impactos ambientales

Producira impacto ambiental positivo si ellos reciben educacién ambiental después
de los resultados obtenidos ,lo cual sera realizado por un equipo muldisciplinario
,aplicar diferentes herramientas técnicas para los cambios en el medio ambiente y
concientizar al poblacién para un cambio referido al impacto ambiental en forma
positiva y también de los mismos generados por la actividad minera en la rinconada.

Recursos necesarios (Infraestructura, equipos y principales tecnologias en uso
relacionadas con la tematica del proyecto, sefiale medios y recursos para realizar el
proyecto)
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XIV. Localizacién del proyecto (indicar donde se llevara a cabo el proyecto)

minas

El proyecto se realizara :toma de muestras en
rinconada,procesamiento:laboratorio de Biologia de la salud y Laboratorio geologico de

los relaves de

la mina La

XV. Cronograma de actividades

XVI. Presupuesto

Descripcion Unidad de medida | Costo Unitario | Cantidad Costo total (S/.)
(S1.)

pasajes 10,000

analisis 20,000

Material y 40,000 70,000.00

equipos




