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Abstract— Arsenic is a frequent contaminant of water,
especially in geographical areas with the presence of volcanoes.
This semi-metal is considered toxic to humans. Therefore, its
removal from water resources is a constant challenge in the
scientific community. The present study aims to search for bacteria
capable of resisting high concentrations of arsenic and could
eventually be useful in the removal of this contaminant. Three
bacteria capable of tolerating 2mM arsenic were isolated and
morphological and biochemical characterization was performed.
In addition, by sequencing the 16S rRNA gene, it was identified
that they belong to Cupriavidus and Pseudomonas and they were
registered in GenBank. These bacteria are potential agents for
removing arsenic from water. However, further studies are needed
to evaluate this property.
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Resumen- El arsénico es un contaminante frecuente de agua,
especialmente en zonas geograficas con presencia de volcanes. Este
semi-metal es considerado toxico para el ser humano por lo que su
remocion del recurso hidrico es un constante desafio en la
comunidad cientifica. El presente estudio pretende buscar bacterias
capaces de resistir altas concentraciones de arsénico y
eventualmente podrian ser Utiles en la remocion de este
contaminante. Se aisl6 tres bacterias capaces de tolerar 2mM de
arsénico y se realizé la caracterizacion morfolégica y bioquimica.
Ademéds, mediante la secuenciacion del gen 16S rRNA se
determinind que pertenecen a los géneros Cupriavidus Yy
Pseudomonas y se registraron en GenBank. Estas bacterias son
potenciales agentes para remover arsénico en agua. Sin embargo,
es necesario estudios posteriores que evallen esta propiedad.

Palabrasclave: Arsénico, agua subterrdnea, bacterias,
Cupriavidus, Pseudomonas.

|. INTRODUCCION

El arsénico es un semi-metal (presenta caracteristicas
guimicas de un metal y un no-metal). Es un contaminante
frecuente del agua producto de fuentes naturales y
antropogénicas. La contaminacién natural del agua con
arsénicoseproduce principalmente en zonas volcanicas [1], tal
como sucede en ciertas ciudades del Perd y America Latina
[2]. Este contaminantees clasificado como carcinogénico para
humanos [3] y sus efectos toxicos depende de la forma de
ingreso al organismo, tiempo de exposicién y concentracidn
delsemi-metal [4]. El limite maximo permisible de arsénicoen
agua de consumo humano es 10ug*L* [5]. Sin embargo,
actualmente incluso se recomienda disminuir la concentracion
de arsénico permisible por sus potenciales efectos tdxicos
incluso a concentraciones inferiores [6].

Las estrategias de remocion de este contaminante son
diversas. Porejemplo, Weerasundara et al. [7] las clasifican en
cuatro grupos: (i) proceso de intercambio iénico, (ii)
separacion por membrana, (iii) precipitacion y (iv) adsorcién.
Ademas de esta clasificacion, se evidencia el uso de técnicas
electroquimicas [8] y recursos bioldgicos como plantas y
microorganismos para remover este contaminante [9,10].

Se sabe que la resistencia o tolerancia de plantas o
microorganismos a ciertos compuestos problematicos para el
medio ambiente y el ser humano, podria favorecer la
capacidad de captar y remover estas sustancias a partir de
medios contaminados [11,12]. Por lo que la busqueda de
recursos bioldgicos que toleran altas concentraciones de
arsénico, podrian ser potenciales agentes para remover el
semi-metal delagua. Entonces, el objetivo del presente estudio
es aislar, caracterizar e identificar bacterias resistentes al
arsénicoa partirde aguasubterraneacontaminadacon elsemi-
metal.

Il. MATERIALES Y METODOS

A. Muestradeagua

Muestras de agua subterranea fue recolectada del campus
de la universidad Catélica de Santa Maria, Arequipa, Per(
(16°2421.1"S  71°3255.2°W) en frascos estériles. La
concentracion de arsénicoen la muestrase determin6 mediante
espectrometro de emision oOptica con plasma acoplado
inductivamente (ICP-OES) Optima8000 de PerkinElmer y fue
30pg*Lt. La muestra para aislar bacterias fue contaminada
con arsénico hasta obtener una concentracion total de 2mM
(148mg*Lt), se almacend en condiciones estériles y a
temperatura ambiente (21°C aproximadamente) durante un
mes.

B. Aislamientodebacterias

De la muestra de agua subterranea contaminada con
arsénico, se tomod 100 pL y se cultivd en agar nutritivo
contaminado con 2mM de arsénico. Se incub6 a 30°C durante
48 horas. Posteriormente se transfirieron colonias de bacterias
individuales a nuevas placas con el mismo medio de cultivo
paraelsubcultivoy purificacion. Este procedimiento se repitio
cuatro veces. Finalmente, las colonias puras aisladas fueron
transferidos a tubos de 2mL conteniendo 30% de glicerol para
su preservaciona-20°C.
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C. Caracterizacione identificaciondebacteriasaisladas

Las bacterias resistentes a arsénico aisladas fueron
sometidas a pruebas bioquimicas para evaluar su metabolismo
y sintesis de enzimas. Ademas, seevalud la reacciénfrenteala
tincion Gram y la susceptibilidad a antibiéticos como
sulfametoxazol/trimetoprima (25 pg), oxitetraciclina (30 ug),
tobramicina (10 pg), cefalexina (30 pg), vancomicina (30 ug)
y ampicilina sulbactam (10 pg) utilizando placas con agar
Mueller Hinton.

Finalmente, la identificacion de las bacterias se realiz6
mediante la secuenciacion del gen 16S rRNA, utilizando los
primers 27F/1492R. La reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) se realiz6 con una desnaturalizacion inicial a 94°C
durante dos minutos, 30 ciclos de 94°C por un minuto, 60°C
porun minuto, 72°Cpor 3 minutos y laextensidnfinala 72°C
por 10 minutos. La determinacion de la secuencia de los
productos de PCR fue realizado utilizando Dye Terminator
Cycle Sequencing. Las secuencias obtenidas se analizaron y
depositaron en la base de datos NCBI GenBank para obtener
los niimeros deacceso.
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Fig. 1 Morfologia de las bacterias aisladas (a) y reaccion a la tincion
Gram (b).

[1l. RESULTADOS Y DISCUSION

A. Caracterizaciénde bacterias aisladas

Las colonias de bacterias resistentes a arsénico aisladas en
el presente estudio se muestran en laFig. 1. Las colonias de la
cepa K1 son blancas, con bordes irregulares, con forma
esférica. Las colonias de la cepa K3 son amarillas, planas y
con bordes definidos. Las colonias de la cepa K4 son amarillo -
verdosas, planas y con bordes definidos. S6lo la primera cepa
fue Gram positiva.

Los resultados de las pruebas bioquimicas se muestran en
la Tabla 1. El crecimiento en agar triple azicar (TSI)
evidencio la capacidad de fermentacion de lactosay glucosa
de las cepas K1y K3. La cepa K4 no fermenta loas azlicares.
Todas las cepas sonnegativas a la produccion de CO2y H2S.
Mediante la prueba en agar lisina hierro (LIA) se determing
que las tres cepas dan unareaccién negativa a la presencia de
lisina descarboxilasa y desaminasa (Fig. 2).

TABLA1
PRUEBAS BIOQUIMICAS
Prueba bioquimica K1 K3 K4
TSI
(Lac/GIuCO2/H29) - - Al
LIA - - -
Citrato - + +
Ureasa + + +
MR/VP -1+ -1+ ++
Movilidad/Indol -/- -/- -/-
Metabolismo Fermentativo  Fermentativo No .
fermentativo

Reaccion positiva (+), Reaccion negativa (-)

El crecimiento en agar citrato de Simmons evidencio que
K2 y K3 son capaces de utilizar citrato y amonio como Unicas
fuentes de carbono y nitrégeno, respectivamente. Todas las
cepas tienen la capacidad de hidrolizar la urea (Fig. 3).
Ademas, la Fig. 4 muestra que la bacteria K4 dio positivo ala
reaccion de rojo de metilo (MR) y las tres cepas dieron
positivo a la reaccién Voges-Proskauer (VP). Finalmente, la
Fig. 5 muestra el crecimiento de las bacterias aisladas en el
medio de sulfuro, indol, movilidad (SIM) y la prueba 6xido-
fermentativo (OF), con las que sededuce que ninguna bacteria
aislada tiene capacidad de movilidad, ni produccién de indol;
y la K1y K3 son fermentativos.
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Fig. 3 Pruebas en agar citrato de Simmons (I'SI) y capacidad de
hidrolizar urea.

En la Tabla 2 y Fig. 6 se observa la sensibilidad de las
bacterias aisladas a antibioticos. Las tres especies aisladas son
sensibles a al menos dos antibidticos utilizados. Segun estos
resultados se puede deducir que estas bacterias sonresistentes
a los antibioticos de los grupos betalactamicos (ampicilina y
cefalexina) y glucopéptidos (vancomicina). Ademas, estudios
sugieren que laresistenciaa metales esta relacionada a la
aparicion de resistencia a antibidticos [13, 14]. Sin embargo, el
presente estudio no evidencidé modificacion de la
susceptibilidad a los antibiéticos utilizados.
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Fig. 4 Pruebas rojo de metilo (MR) y Voges-Proskauer (VP)
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Fig. 5 Pruebas Sulfuro indol y movilidad (SIM) y prueba de
oxidacion/fermentacion (OF)

B. Identificaciénde bacterias aisladas

Mediante la secuenciacion del gen 16S rRNA se logrd
identificar las tres bacterias resistentes a arsénico. K1 fue
identificado como Cupriavidus sp. y K3 y K4 fueron
identificados como Pseudomonas sp. Los nimeros de acceso
en GenBank son KU519712, KU519713 y KU519714,
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respectivamente. Las Fig. 7 y 8 muestran la relacién
filogenética de las bacterias aisladas y las especies mas
cercanas basadas en la secuencia del gen 16S rRNA mediante
el método de unionde vecinos (Neighbor Joining).

en la habilidad de acumular el semi-metal. Por lo tanto, las
bacterias aisladas en este estudio tienen la propiedad potencial
de acumular y remover este contaminante en agua. Sin
embargo, es necesario estudios mas profundos.

TABLA?2
PERFIL DE SUSCEPTIBILIDAD ANTIMICROBIANA
Zona deinhibicion de

Antibiético S
crecimiento (mm)

K1 K3 K4
Sulfametoxazol/trimetoprima (25 pg) 37 Nz 15
Oxitetraciclina (30 pg) 27 27 13
Tobramicina (10 pg) 17 27 11
Cefalexina (30 pg) NZ NZ Nz
Vancomicina (30 pg) NZ NZ NZ
Ampicilina Sulbactam (10 pg) NZ NZ Nz

NZ: Sin zona de Inhibicién

Especies de ambos géneros de bacterias aisladas fueron
reportados como posibles agentes para la biorremocién de
arsénicoen agua. Porejemplo, Yang et al. [15] reportaronque
Cupriavidus basilensis es unfacilitador para optimizar la fito-
acumulacion de arsénico. Por otro lado, especies del género
Pseudomonas actuan de forma sinérgica con un algapara la
acumulacién de arsénico [16]. En este contexto, Jebeli et al.
[17] aislaron e identificaron bacterias del género Pseudomonas
y Bacillus para captar altas concentraciones de arsénico en
agua. Ademas, Satapute et al. [12] sefialan que la capacidad de
resistencia a arsénico de una especie de Pseudomonas influye

Fig. 6 Resultado de la prueba de susceptibilidad antimicrobiana

Cupriavidus sp. PS12 DQTF77727
Cupriavidus basilensis AM048887
Cupriavidus sp. TW1 LC176736
Cupriavidus basilensis strain JS08-06 GU171379
Cupriavidus sp. ColC KJET&721
Uncultured Ralstonia sp. FJ572670
Cupriavidus basilensis strain TWHNGO05 KF312291
Uncultured Cupriavidus sp. clone F3Boct.42 GQ417898
Uncultured Cupriavidus sp. clone Atlantisll c HQ530523
Ralstonia sp. KN1 AB031995
Uncultured Cupriavidus sp. clone RHDTWG148 KMG56333
—— Cupriavidus basilensis strain S WE_SI098 OLG36297
Ralstonia sp. HAB-02 gene for AB0O51681
Cupriavidus sp. strain FW305-C-176F MNOG7591
Cupriavidus sp. strain FW305-C-176E MMNO67590
Cupriavidus sp. strain FW305-C-1760 MNOGT7589
Cupriavidus sp. strain FW305-C-176H MMNO67592
Uncultured Cupriavidus sp. clone RHDTWG160 KME56342
Cupriavidus sp. DE7 JN226398

KUS519712

T Cupriavidus sp. TBSeb HQ443237
! Cupriavidus basilensis strain T24 HQE47268

I
0.00050

Fig. 7 Arbol filogenético de la bacteria aislada K1 (KU519712) que muestra los taxones méas probables basados en secuencias del gen 16S rRNA de NCBI
utilizando MEGA11.
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Pseudomonas sp. Ld6. FJ966931
KU519713

Pseudomonas sp. strain CJ8. MW845756

Pseudomonas cedrina strain C37. KTT67857
Pseudomonas cedrina strain Y37. JX113244

Pseudomonas cedrina strain JM10. MNT58770

Pseudomonas azotoformans strain Snd7. KM373323
Pseudomonas sp. strain SR327. MZ026437

KU519714
Pseudomonas cedrina strain ESR16. MN173424

Pseudomaonas paralactis strain BF390. MK491155

Uncultured Pseudomaonas sp. clone CD36. KF760556

Pseudomonas cedrina strain EU-PWT78. MN294526

Pseudomonas cedrina strain W9-8. MG905307

Pseudomonas sp. strain CJ15. MW843781

Pseudomonas sp. HR99. JFT00472

Pseudomonas cedrina strain A20. KTT767658

Pseudomonas azotoformans strain 224 JF792088
Pseudomonas sp. S73. KCB98252
Pseudomonas cedrina strain DH3. KY045835

Pseudomonas sp. HR94. JF700467

Pseudomonas sp. MB16. DQ683574

Pseudomonas paralactis strain RPB10. MT772190

_|7 Pseudomonas cedrina strain G25. KTT67922
Pseudomonas cedrina strain DH4. KY045836

0.0010

|
! Pseudomonas sp. ZnO-1. JX441329

Pseudomonas sp. baib. KT452790

Fig. 8 Arbol filogenético de las bacterias aisladas K3 (KU519713) y K4 (KU519714) que muestra los taxones mas probables basados en secuencias del gen

16S rRNA de NCBI utilizando MEGA11.
IV. CONCLUSIONES

Se aislo, caracterizd e identificd tres especies de bacterias
con capacidad de crecimiento en un medio que contiene 2mM
de arsénico (148mg*L-1). La secuenciacompletadelgen 16S
rRNA fue depositada en GenBank de NCBI con los nameros
de acceso KU519712, KU519713 y KU519714. Estas
bacterias pertenecen a los géneros Cupriavidus y
Pseudomonas. Finalmente, estas especies aisladas son
potenciales agentes para remover arsénico en agua. Sin
embargo, es necesario estudios posteriores que evallen esta
propiedad.
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