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RESUMEN

La planta de tratamiento de aguas residuales es un complejo tecnoldgico, cuya funcioén
principal es depurar las aguas provenientes de los canales de recepcion de desagiies de la ciudad del
Cusco mediante distintas etapas para ser finalmente vertidas en el rio Huatanay. El objetivo de este
estudio fue determinar la presencia de Vibrio sp., Enterococcus spp. y la susceptibilidad
antimicrobiana de enterobacterias en la linea de liquidos de la planta de tratamiento de aguas
residuales San Jerénimo — Cusco. Se muestrearon 16 puntos, con 4 repeticiones haciendo un total
de 64 muestras de la linea de liquidos de la planta de tratamiento. La metodologia utilizada para
Vibrio sp. fue el método de la torula de Moore, para Enterococcus spp. se identifico mediante el kit
API 20Strep; para aislar enterobacterias se utilizé la técnica de diseminacion en superficie y se
aplico la técnica de Kirby Bauer para la susceptibilidad antimicrobiana, mediante discos de
sensibilidad como ampicilina, cefotaxima, cloranfenicol, trimetoprim sulfametoxazol, gentamicina,
ciprofloxacino, imipenem y amoxicilina-acido clavuldnico. Los resultados obtenidos fueron: en la
totalidad de muestras analizadas no se encontr6 Vibrio sp.; se logrd aislar e identificar Enterococcus
faecalis, Enterococcus gallinarum, Enterococcus faecium 'y Enterococcus avium; en enterobacterias
se identificd Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Shigella sp., Enterobacter sp., Salmonella
typhiy Yersinia sp.; se determino la susceptibilidad antimicrobiana de las enterobacterias: Escherichia
coli, Salmonella typhi, Klebsiella pneumoniae, Shigella sp., Yersinia sp. y Enterobacter sp. presentaron
susceptibilidad en un 100% a ciprofloxacino e imipenem; Salmonella typhi, Klebsiella pneumoniae y
Enterobacter sp. presentaron susceptibilidad en un 100% a la ampicilina; Klebsiella pneumoniae,
Shigella sp., Yersinia sp. y Enterobacter sp. presentaron susceptibilidad en un 100% a la gentamicina;
Salmonella typhi y Enterobacter sp. presentaron susceptibilidad en un 100% al cloranfenicol; Shigella
sp. y Enterobacter sp. presentaron susceptibilidad en un 100% a la cefotaxima; Shigella sp. y Yersinia
sp. presentaron susceptibilidad en un 100% al trimetoprim sulfametoxazol; Escherichia coli fue
susceptible en 92.86% a cefotaxima y cloranfenicol, en 89.29% a trimetoprim sulfametoxazol y en
85.71% a ampicilina y gentamicina; Salmonella typhi fue susceptible en 75% a la cefotaxima y 50% a
trimetoprim sulfametoxazol; Klebsiella pneumoniae fue susceptible en 85.72% a cloranfenicol, en
78.57% ala cefotaxima y 71.43% a trimetoprim sulfametoxazol; Shigella sp. fue susceptible en 83.33%

a la ampicilina y finalmente Yersinia sp. fue susceptible en 50% a la cefotaxima.

Palabras clave: Vibrio sp., Enterococcus spp., enterobacterias, aguas residuales, antibidticos,
ampicilina, cefotaxima, trimetoprim-sulfametoxazol, cloranfenicol, gentamicina, ciprofloxacino,

imipenem, amoxicilina-acido clavulanico



INTRODUCCION.

La planta de tratamiento San Jerénimo es un complejo tecnoldgico cuyo objetivo es el
de reducir agentes extrafios al agua para usos agricolas, aprovechando las cualidades
fertilizantes de las aguas residuales como son la presencia de nitrogeno, fésforo y potasio,
aprovechandolas sin que se produzcan problemas de contaminacion de suelos, pero sobre
todo, lo més importante evitar la transmision de sustancias toxicas sintetizadas por algunas
bacterias patogenas que pueden causar infecciones alimentarias por la presencia de
enterobacterias, Vibrio y enterococos, las cuales son causantes de enfermedades
gastrointestinales; los limites tolerables del agua hacen que haya una necesidad de
aprovechar el agua residual a través de modelos de tratamiento (SEDACUSCO, 2015).

Vibrio sp. es el causante de enfermedades diarreicas, habita en cuerpos de agua mediante
el cual se ocasiona la diseminacion de este patdgeno, es una bacteria gram negativa
perteneciente a la familia Vibrionaceae, anaerobio facultativo y mévil debido a la presencia
de un flagelo polar (Rodriguez, 2011).

Enterococcus faecalis es una bacteria gram positiva causante de gastroenteritis, su
presencia en el agua se debe a la contaminacion por heces humanas, se presentan en formas
esféricas en pares o formando cadenas, inmoviles y no forman endosporas (Larrea et. al.,

2012).

Las enterobacterias son responsables de infecciones gastrointestinales agudas, cuya
procedencia viene de alimentos y aguas contaminados por materia fecal, donde se encuentran
estos microorganismos patéogenos como Shigella, Salmonella, Escherichia coli,

Enterobacter, Klebsiella, Yersinia (Novoa, et. al., 2016)



Los discos de sensibilidad posibilitan la visualizacion de las areas de inhibicion.
Siguiendo los principios de una metodologia estandarizada y llevando a cabo mediciones
precisas del diametro de las zonas con concentraciones inhibitorias, se obtendran resultados

mas confiables al informar sobre la resistencia o sensibilidad antimicrobiana (CLSI, 2012).

El objetivo de este trabajo de investigacion es evaluar la presencia de microorganismos
especificos, como Vibrio sp. y Enterococcus spp., en la linea de liquidos de la planta de
tratamiento de aguas residuales San Jeréonimo — Cusco. Ademads, se busca analizar la
susceptibilidad antimicrobiana de las enterobacterias presentes en dicha linea. A través de
este estudio, se pretende obtener informacion detallada sobre la calidad microbioldgica de
los efluentes tratados en la planta, con el fin de contribuir al conocimiento cientifico sobre
la salud ambiental y la seguridad microbioldgica del agua residual tratada en esta ubicacion

especifica.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

La planta de tratamiento fue creada con fines de producir efluentes reutilizables en el
ambiente y residuos solidos que contengan un elevado valor nutricional en beneficio para la
agricultura, cuyos resultados se estan generando en la planta de tratamiento de aguas
residuales San Jerénimo. La problematica se origin6 a raiz del manejo inadecuado de las aguas
residuales, lo que provocé la propagacion de enfermedades bacterianas de origen entérico y el
consiguiente riesgo de transmision. En 1990, el Centro Panamericano de Ingenieria Sanitaria
y Ciencias del Ambiente llevd a cabo una serie de investigaciones para evaluar la calidad de
los productos obtenidos en el cultivo de hortalizas irrigadas con aguas residuales. Los
resultados revelaron que el uso de aguas residuales tratadas reduce un 17% la carga bacteriana.
Sin embargo, las hortalizas contaminadas presentan un riesgo significativo de provocar
enfermedades gastrointestinales debido a su alto contenido de bacterias, originarias tanto del
tracto digestivo animal como humano. Entre estas bacterias se encuentran las enterobacterias
y los enterococos, asi como patdgenos altamente peligrosos que habitan en el agua, como
Vibrio sp., lo que puede dar lugar a problemas de salud graves, especialmente en la poblacion
infantil. (MINAGRI Y ANA, 2016). Por lo cual tienen que pasar por un proceso de depuracion
en la planta de tratamiento de aguas residuales para evitar asi la contaminacion de las corrientes
de agua, reducir la carga bacteriana de estas aguas que posteriormente son utilizados en la
agricultura.

Las enterobacterias generan toxinas inflamatorias, lo que facilita su propagacion en las
células del tracto digestivo, urinario y respiratorio; sumado a que hoy en dia la resistencia
bacteriana es un problema de salud mundial, debido al uso desmedido de antibioticos por parte

de la sociedad; por tal motivo es de vital importancia conocer las bacterias que atn presentan

II



susceptibilidad, con el fin de conocer el comportamiento de éstas frente a los antibidticos para
asi realizar un mejor tratamiento para el paciente.

Por lo que realizamos la siguiente interrogante:

(Existe presencia de Vibrio sp. y Enterococcus spp., y cudl es la susceptibilidad
antimicrobiana de las enterobacterias en la linea de liquidos de la planta de tratamiento de

aguas residuales en San Jeronimo — Cusco?

IV



JUSTIFICACION.

En el presente trabajo se determinara la presencia bacteriana patégena, como Vibrio
sp., Enterococcus spp., y la susceptibilidad a antibidticos de enterobacterias aisladas de la
linea de liquidos en la planta de tratamiento de aguas residuales San Jerénimo; se conoce que
el agua tratada que sale debe presentar menor carga bacteriana. La presencia de Vibrio
cholerae en aguas y en alimentos es un peligro para la salud de la poblacion, porque
producen diarreas acuosas acompanados de dolor abdominal, mareos, vomitos y fiebre.
Enterococcus  spp. son potencialmente patdogenos en ancianos |y pacientes
inmunocomprometidos, por lo que se comportan como patdgenos oportunistas.

Las enterobacterias son indicadoras de contaminacién fecal, son agentes causantes de
enfermedades gastrointestinales, por lo que es importante realizar un analisis bacteriano y de
susceptibilidad frente a diferentes antibioticos como ampicilina, cefotaxima, trimetoprim
sulfametoxazol, cloranfenicol, gentamicina, ciprofloxacino, imipenem y amoxicilina-acido
clavulanico, con el fin de conocer si ain existe antibidticos que sean eficaces contra
enterobacterias.

Es fundamental llevar a cabo ensayos en cada etapa del proceso de la planta de
tratamiento de aguas residuales San Jerénimo, desde su ingreso hasta su salida. Esto garantiza
que las aguas vertidas al rio Huatanay cumplan con las normativas sanitarias establecidas por
el estado peruano (MINAM, 2017). Dada la presencia de diversos microorganismos patogenos
en las aguas residuales, es imperativo asegurar que los cuerpos de agua resultantes no entren
en contacto directo con estas sustancias contaminadas; este cuidado especial es necesario, ya

que la poblacion utiliza el agua de los rios para irrigar sus cultivos, como es el caso de plantas



de tallo corto, como la lechuga, que luego se comercializan en mercados y finalmente llegan
a los hogares para su consumo; el riesgo de enfermedades gastrointestinales aumenta
significativamente debido a esta practica, por lo tanto, resulta de suma importancia eliminar
la presencia de patdgenos en las plantas de tratamiento de aguas residuales; este enfoque
proactivo no solo previene la contaminacién de los cuerpos de agua, sino que también
contribuye a reducir considerablemente la afluencia de pacientes a centros médicos debido a

problemas de infecciones gastrointestinales.

VI



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar la presencia de Vibrio sp., Enterococcus spp. y la susceptibilidad
antimicrobiana de enterobacterias en la linea de liquidos de la planta de tratamiento de aguas

residuales San Jeronimo — Cusco.

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1. Determinar la presencia de Vibrio sp. en la linea de liquidos.

2. Auislar e identificar Enterococcus spp. en la linea de liquidos mediante el sistema Api 20

Strep.

3. Auislar e identificar enterobacterias presentes en la linea de liquidos.

4. Determinar la susceptibilidad antimicrobiana a la ampicilina, cefotaxima, trimetoprim-
sulfametoxazol, cloranfenicol, gentamicina, ciprofloxacino, imipenem y amoxicilina-

acido clavulanico de las enterobacterias presentes en la linea de liquidos.

VI



HIPOTESIS.

De la linea de liquidos de la planta de tratamiento de aguas residuales San Jeréonimo —
Cusco, se lograra aislar colonias de Vibrio sp. y Enterococcus spp. asi como enterobacterias

que presenten susceptibilidad antimicrobiana.

VIII



CAPITULO 1

1. MARCO TEORICO

1.1  ANTECEDENTES.

INTERNACIONALES.

Chévez y De la Cruz (2023). Realizaron estudios en 3 puntos de toma de aguas para plantas
potabilizadoras, debido a la contaminacion por efluentes de aguas residuales de dichos cuerpos de
agua, los puntos de muestreo fueron Chitré, Maracas y La Villa en Azuero — Panama. Logrando
aislar E. coli, Serratia sp., Klebsiella sp., Citrobacter sp., Providencia sp., Proteus sp., Salmonella
sp., siendo E. coli sensible a imipenem, trimetoprim y ofloxacino, Sal/monella sp. fue sensible a

imipenem, ofloxacino y trimetoprim, y Klebsiella sp. fue sensible a imipenem y ofloxacino.

Téllez et. al., (2023). Realizaron estudios en muestras de aguas residuales de efluentes de
aguas residuales hospitalarias en Medellin, Antioquia-Colombia, donde lograron aislar cepas de
Escherichia coli, Citrobacter freundii, Klebsiella pneumoniae, Aeromonas hydrophila,

Enterobacter cloacae, Vibrio cholerae, Pseudomonas aeruginosa.

Rodriguez et. al., (2015). Determinaron la presencia de Vibrio cholerae en muestras de
agua de distintos origenes de los municipios de Querétaro en México, de 314 muestras de agua,
encontraron Vibrio cholerae en 88 muestras, 59 en muestras de agua negra, 25 en agua blanca, 3
en agua tratada y finalmente 01 muestra sin identificacion de origen; concluyendo asi que algunos

cuerpos de agua superficial son un reservorio potencial de Vibrio cholerae.

Pucciarelli et. al., (2014). Realizaron un analisis de las aguas del arroyo Vicario en la

ciudad de Posadas — Argentina; haciendo uso de la técnica de fermentacion en tubos multiples y



siembra en agar solido; obteniendo como resultados 54 cepas aisladas del cual 86% pertenecio6 a

Enterococcus faecalis y 9% a Enterococcus faecium.

Lukas (2011). Realiz6 estudios de muestras de agua y alimentos en Mwea-Kenia, donde
aislo cepas de Salmonella typhi, realizd pruebas de antibiograma, dando resultados de sensibilidad
en un 96% a cloranfenicol y ceftriaxona, sensibilidad a ampicilina en 93.33% y a ciprofloxacina

en 82,67%.

Rodriguez (2011). Realiz6 el andlisis de aguas de lastre de 18 buques los cuales
desembocan en las aguas del puerto Tumaco en Narifio — Colombia, para la determinacion de
Vibrio sp. Utilizo filtros con poros de 0.45 pm y 47 mm de didmetro; después de la filtracion éstos
filtros fueron colocados en agua peptonada para después realizar siembra en agar TCBS,
obteniendo los resultados de presencia de Vibrio sp. y llego a la conclusion de que el 67% de las
embarcaciones no cumplen con la normatividad que exige la ausencia de Vibrio sp. Por 100 ml de
muestra, debido a que se encontrd presencia de Vibrio sp. en aguas de 12 embarcaciones de las 18

analizadas.

Méndez et. al., (2010). Realizaron muestreos de aguas de pozo de la universidad de
Yucatan en México, aguas residuales porcinas y de rastro las obtuvieron de la misma universidad
ya mencionada, también realizaron muestreos de la planta de tratamiento de aguas pensiones II
para agua residual domestica; procedieron a realizar ensayos de coliformes totales, coliformes
fecales y enterococos, obteniendo resultados de enterococos en agua de pozo 1.8 x 10* UFC/100ml,
para agua residual de rastro 3.0 x 10® UFC/100ml, para agua residual porcina 1.1 x 10’ UFC/100ml

y finalmente para agua residual domestica 1.9 x 10 UFC/100ml.



Martinez y Villalobos (2008). Realizaron el anélisis bioquimico con galerias API ID 32
(BioMerieux) de 30 muestras de aguas residuales y 30 muestras de alimentos para la identificacion
de Escherichia coli donde determinaron la susceptibilidad por la técnica de difusion en placa.
Hicieron uso de 12 antibioticos entre ellos ampicilina, cefotaxima, cloranfenicol, trimetoprim-
sulfametoxazol, etc; dando como resultado, las cepas de E. coli aisladas de aguas residuales
presentaron sensibilidad en mas del 50% de las cepas a 11 de los antibiodticos, entre ellos

cloranfenicol, cefotaxima, trimetoprim-sulfametoxazol.

Chiroles et. al., (2007). Hicieron muestreos en 3 estaciones del rio Almendares en Cuba,
lugar donde se vierte aguas residuales de origen doméstico e industrial sin un previo tratamiento,
aislaron un total de 202 cepas; 155 pertenecientes a coliformes fecales y 47 enterococos. Dentro
del primer grupo hubo una mayor presencia de Escherichia coli con 69.7%, Klebsiella pneumoniae
con 9.7%, Enterobacter aerogenes con 9%, Klebsiella oxytoca con 7.1%, Enterobacter
agglomerans con 3.9% y Citrobacter amalonaticus con 0.6%; para en grupo de los enterococos la
especie mas frecuente que identificaron fue Enterococcus faecium con 68.08%, Enterococcus

faecalis con 25.53% y Enterococcus durans con 6.39%.
NACIONALES.

Aguilar y Cubas (2021). Realizaron muestreos en la quebrada de Colpa Mayo, rio Chotano,
la quebrada San Mateo y quebrada San Juan en Chota departamento de Cajamarca, obteniendo
recuentos elevados de Escherichia coli con una concentracion de 350 x 10° NMP/100ml a 1600 x
10° NMP/100ml; enterococos fecales con recuentos de 460 NMP/100ml a 2100 NMP/100ml;

finalmente Vibrio cholerae estuvo ausente en todas las muestras recolectadas.



Costa (2021). Realiz6 andlisis de 6 efluentes cercanos al rio Chillén, mediante andlisis
microbioldgico obtuvo presencia de coliformes totales, coliformes termotolerantes, realiz6 pruebas
bioquimicas a 55 colonias sospechosas de ser Escherichia coli, teniendo como resultado positivo
28 colonias, seguidamente realiz6 una prueba de susceptibilidad antimicrobiana de Escherichia
coli con 7 antibidticos: amikacina, ampicilina, amoxicilina-Ac. Clavulanico, ceftazidima,
norfloxacino, cefuroxima y ciprofloxacino; evidenciando que el 5% del total de las cepas fue
resistente a al menos 1 de los 7 antibioticos, el 34% de cepas fue resistente a ciprofloxacino, el
25% a ceftazidima y el 17% a amikacina, finalmente todas las cepas fueron sensibles a la

ampicilina.

Smith et. al., (2021). Muestrearon aguas de pozos que son succionadas por tuberias del
subterranea de la AAHH Villa Cruz en Iquitos de los cuales obtuvieron coliformes totales,
coliformes termotolerantes y Escherichia coli los cuales no superan los limites maximos

permisibles en el pozo 1 mientras que en el pozo 2 supera los limites.

Soriano et. al., (2021). Realizaron estudios en los efluentes de hospitales de nivel I y III
en Lima, logrando aislar enterobacterias como Escherichia coli, Enterobacter cloacae 'y Yersinia
enterocolitica; donde algunas cepas de Escherichia coli aislados de los efluentes de hospitales de
nivel III, presento resistencia al dcido clavulanico y otras cepas aisladas de efluentes de hospitales
de nivel II presentaron sensibilidad a gentamicina, imipenem y trimetoprim sulfametoxazol,
Enterobacter cloacae fue aislado en muestras de efluentes de hospitales nivel III donde presento
resistencia a 4cido clavulanico, mientras que presentd sensibilidad a imipenem, gentamicina,
cipofloxacino y trimetoprim sulfametoxazol; Yersinia enterocolitica también se aislo en efluentes
hospitalarios de nivel III, donde presento resistencia intermedia a &cido clavuldnico y sensibilidad

a ciprofloxacino, gentamicina, iminepem y trimetoprim sulfametoxazol.



Lezama (2018). Realizd muestreos en la cuenca baja del rio Moche, cerro blanco, puente
moche y la bocana; logrando aislar cepas de Escherichia coli, Klebsiella sp., Enterobacter sp.,

Citrobacter sp. y Serratia sp.

Amado (2017). Realizé muestreos del agua para regadio y bebida de animales en el distrito
de Majes en Caylloma — Arequipa. Observando la presencia de Escherichia coli en todos los puntos
de muestreo, Enterobacter aerogenes y Enterobacter agglomerans presentes en 6 puntos de

muestreo, Proteus mirabilis y Proteus vulgaris estuvieron presentes en 2 puntos de muestreo.

Cabrera (2017). Realizo el muestreo de aguas superficiales destinadas para recreacion en
la cuenca de Cumbaza en Tarapoto, determinando 2 puntos de muestreo, el sector Bocatoma y
Cancun, con el fin de aislar coliformes fecales, Sa/monella, Escherichia coli y enterococos fecales;
obteniendo como resultado la ausencia en los puntos de muestreo de Salmonella, coliformes
fecales en Bocatoma con 1.8 NMP/100 ml y en Canctiin 49000 NMP/100 ml, Escherichia coli en
Bocatoma con 1.8 NMP/100 ml y en Cancun 33000 NMP/100 ml y finalmente enterococos fecales

en Bocatoma con 1.8 NMP/100 ml y en Canciin 49 NMP/100 ml.

Coral (2014). Realiz6 muestreos de las aguas de la quebrada Cojup en Huaraz - Ancash,
exactamente en 7 tramos del rio Paria, desde la laguna Palcacocha hasta su ingreso en la captacion
Paria, muestreo que realizaron en 2 €pocas del afio (secas y lluvias) y adicional un muestreo
adicional entre ambas épocas; obteniendo resultados de ausencia para Enterococcus faecalis desde
el inicio del rio, yendo en aumento a medida que se aleja del lugar de origen, punto mas elevado
de recuento de enterococos fue el punto 7 con 1100 NMP/100 ml para la época de estiaje;
igualmente para la época de lluvia presentd mayor recuento de enterococos el punto nimero 7 con
1100 NMP/100ml; para el periodo intermedio si hubo presencia de Enterococcus faecalis desde

su origen, siendo el pico mas alto el punto 6 y 7 con 11000 NMP/100ml.



Mayorga (2014). Realizé6 muestreos del agua del efluente de la planta de tratamiento de
aguas residuales de Chilpina en Arequipa y de canales de regadio para realizar ensayos de
coliformes totales, termotolerantes, Escherichia coli, Salmonella sp. y enterococos, mediante la
técnica de fermentacion en tubos multiples y agar solido; obteniendo como resultado en el efluente
de la planta de tratamiento, para Escherichia coli 24 X 10 NMP/100 ml, ausencia para Salmonella
y presencia de enterococos 70 X 10° NMP/100 ml a 56 m. de distancia del efluente de la planta de

tratamiento.

Arias y Alarcén (2001). Realizaron muestreos en los rios Itaya, Amazonas, Nanay; lagos
Morona y Moronillo y también aguas residuales de cada cuerpo de agua mencionado, obteniendo
un total de 108 muestras analizadas, las cuales obtuvieron recuentos altos de Vibrio cholerae para
aguas residuales para el mes de marzo en el punto Lago morona de 28325 NMP/100 ml; para el
mes de abril recuento alto en Rio Itaya con 1000 NMP/100 ml y finalmente para el mes de mayo

recuento alto en rio Itaya y lago Morona con 10100 NMP/100ml.
LOCALES.

Sota et. al., (2023). Realizaron estudios en 6 puntos del humedal de Huasao-Cusco, durante
2 ¢épocas del afio (lluvias y sequias), obteniendo resultados para la época de sequia presencia de
Escherichia coli en todos los puntos de muestreo menos en el primero, presencia de coliformes
totales en todos los puntos de muestreo, Enteroccus faecalis en los puntos 2,4,5 y 6, ausencia de
Vibrio spp. en todos los puntos de muestreo; para la época de lluvias los resultados fueron:
presencia de Escherichia coli en los puntos 2, 3, 5y 6, presencia de coliformes totales en todos los
puntos de muestreo, Enterococcus faecalis en los puntos 2 y 6, ausencia de Vibrio spp. en todos

los puntos.



Clemente (2018). Determin6 la presencia de enterobacterias en muestras de aguas del
afluente y efluente de la planta de tratamiento de aguas residuales de San Jeronimo - Cusco,
obteniendo como resultados la presencia de Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Enterobacter cloacae, Shigella sp.y Salmonella sp. en el afluente, mientras que en el efluente de

la planta solo se observo la presencia de una colonia de Escherichia coli.



1.2 AGUAS RESIDUALES

Las aguas residuales poseen una composicion distinta a sus caracteristicas originales
debido a que fueron modificadas por accion humana y para que estas sean reutilizadas o vertidas
en algun otro cuerpo de agua es necesario que posean un tratamiento previo, por lo que las aguas
residuales en si son un peligro para la salud si son manipuladas sin cuidado alguno o previo

tratamiento de éstas (OEFA, 2014).

La contaminacion que portan las aguas residuales son tan diversas como las acciones que
el ser humano puede realizar sobre el agua; podemos hallar en estas aguas materiales solidos como
plasticos, toallas desechables, papeles; productos quimicos de uso doméstico como detergentes,
cosméticos y jabones; también se puede encontrar metales pesados y muy contaminantes que
provienen de industrias como son el bromo, zinc, cadmio, plomo, mercurio; por ultimo también se
encuentran restos organicos de materia fecal y orines (Arriols, citado por Gonzales y Quispe,

2020).

Clasificacion de las aguas residuales segiin su origen:

Aguas residuales domésticas: Son aguas cuyo origen son viviendas y centros de comercio,
los cuales contienen grandes cantidades de desechos, por lo que deben tener una apropiada

disposicion (OEFA, 2014).

Aguas residuales industriales: Son aquellas aguas que provienen del desarrollo del proceso
productivo, incluyendo pero no limitandose a los procesos mineros, agricolas, energéticos y

agroindustriales (OEFA, 2014).



Aguas residuales municipales: Estas son aguas residuales domésticas que pueden
combinarse con escorrentia de aguas pluviales o aguas residuales industriales pre tratadas que son

admitidas en sistemas de alcantarillado combinado (OEFA, 2014).

Como se observa en la figura N° 1, el agua es captada de cuerpos de agua como lagos, rios,
pozos con el proposito de ser utilizada como agua de consumo humano, seguidamente esta agua
es utilizada en actividades domésticas, comerciales, industriales, las mismas que dan lugar a las
aguas residuales de distintos tipos, las aguas residuales son vertidas a una red de alcantarillado de
las empresas de saneamiento, las aguas que no son vertidas en las redes de alcantarillado son
descargadas sin un previo tratamiento en cuerpos de agua o son utilizadas en riegos de cultivo; una
parte de las aguas de la red de alcantarillado es trasladada a las plantas de tratamiento de aguas
residuales (PTAR) para que tengan un tratamiento haciendo uso de técnicas como lagunas aireadas,
filtros percoladores, etc., seguidamente estas aguas que obtuvieron algun tipo de tratamiento son
utilizados en areas verdes, riego de cultivos o hasta son devueltas a cuerpos de agua natural; pero
la otra parte de las aguas de la red de alcantarillado que no son llevadas a alguna PTAR son
devueltas a los cuerpos de agua para ser utilizadas por el hombre en actividades como riego de
cultivos, lo cual representa un peligro mayor por ser un riesgo para la salud de la poblacién (OEFA,

2014).



FIGURA N° 1. Ciclo de manejo de las aguas residuales municipales.

(OEFA, 2014).

1.3 CARACTERIZACION DE LAS AGUAS RESIDUALES.

Las aguas residuales también poseen caracteristicas quimicas sefialadas por parametros

(Romero, citado por Cedefio, 2020). Los cuales se detallan de la siguiente manera.
1.3.1 PARAMETROS QUIMICOS

. Solidos en suspension: Existen variedades de tipos de solidos, cuya presencia afecta
a la calidad del lodo que se llega a obtener durante el tratamiento que reciben las aguas residuales
(Romero, citado por Cedefio, 2020).
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. Demanda Bioquimica de Oxigeno (DBO): Refiere a la cantidad de oxigeno
utilizado por microorganismos que se necesita para degradar la materia orgdnica existente en el

agua residual (Romero, citado por Cedefo, 2020).

. Demanda Quimica de Oxigeno (DQO): Refiere a la cantidad de oxigeno que
necesita para oxidar la materia organica existente en el agua residual, para convertirlo en CO2 y

agua (Romero, citado por Cedefio, 2020).

. Nitrogeno: Es de suma importancia saber de su presencia debido a que sirve para la
toma de decisiones para poder realizar tratamientos biologicos en el agua residual (Romero, citado

por Cedefio, 2020).

. Fosforo: Deben ser bajas las concentraciones de éste en las aguas residuales que
seran vertidas a cuerpos de agua luego de su tratamiento y necesaria su presencia en los procesos

de generacion de lodos (Romero, citado por Cedefio, 2020).

1.3.2 PARAMETROS MICROBIOLOGICOS.

Los contaminantes microbioldgicos son organismos microscopicos que su presencia en el
agua fuera del limite maximo permisible es altamente peligroso debido a que son causantes de
enfermedades infecciosas como es la disenteria, fiebre tifoidea, colera, etc.; un pardmetro
microbioldgico muy utilizado para el analisis de aguas es por el método del nimero mas probable
(NMP) cuyo fundamento se basa en la busqueda de coliformes totales y termotolerantes. Los
coliformes termotolerantes son bacterias propias del tracto intestinal del hombre y de vertebrados
de sangre caliente, cuya caracteristica principal es de fermentar la lactosa con produccién de gas a
una temperatura de 44.5°C, entre ellos estan Escherichia; dentro del grupo de coliformes totales

estan las bacterias gram negativas, fermentadores de lactosa a temperaturas de 37°C, con
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produccion de gas, oxidasa negativa no formadoras de esporas, entre ellos estan Escherichia,

Serratia, Enterobacter y Klebsiella (MINAM, 2017).

La contaminacién de los cuerpos de agua por microorganismos, puede traer grandes
problemas al hombre por ingerir alimentos contaminados por un mal uso del agua, para lo cual se
establecen limites maximos permisibles por el ministerio del ambiente los cuales se detallan en la

tabla N°1 (MINAM, 2017).

TABLA N°1. Limites maximos permisibles establecidos por MINAM, 2017.

) D Bebida de
D1: Riego de vepetales —
medida | regono | "2 | Bebidade
.| paranego X
reat;;glh resiringido animales
MICROBIOLOGICOS Y PARASITOLOGICO
Coliformes MMPAOD
Termotolerantes mi 1000 2000 1000
E . | . Eﬂﬂ NME‘? DD 1 mu i 1]
Huewos de .
Helmintos Fuevoll L L '

(MINAM, 2017).

D1: Riesgo de vegetales, D2: Bebida de animales, C: Concentracion en mg/l NMP:
Numero mas probable, B1: Contacto primario, B2: Contacto segundario **: Pardmetro no aplica

para esa subcategoria.
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1.4 PLANTA DE TRATAMIENTO DE AGUAS RESIDUALES SAN JEROMINO.

El tratamiento de aguas residuales es el proceso de depuracion de aguas residuales
generadas por hogares, industrias, etc.; cuya finalidad es la de reducir el nimero de contaminantes
a valores aceptables, para su devolucion a los cuerpos de agua; existen dos tipos de plantas de
tratamiento de agua, las plantas de tratamiento fisico o quimico y las de tratamiento biologico; la
primera hace uso de procesos de reaccion quimica y fisica y la segunda usa material bioldgico o

bacterias capaces de eliminar los contaminantes del agua (Palomino, 2017).

La planta de tratamiento de aguas residuales de San Jerénimo es un complejo tecnologico
destinado a cubrir la demanda actual y futura del tratamiento de aguas residuales generadas por
redes de desagiies, cloacas, hogares, oficinas, colegios, universidades, hospitales, empresas,
establecimientos comerciales e industrias; este complejo tecnologico fue disefiado para tratar 446
L/seg. con un caudal maximo a tratar de 802 L/seg. con la finalidad de poder descontaminar las

aguas del rio Huatanay (SEDACUSCO, 2015).

La planta de tratamiento de aguas residuales de San Jerdnimo cuenta con distintos
procedimientos desde el ingreso de agua hasta su salida, teniendo cada punto un objetivo para

disminuir la carga bacteriana (SEDACUSCO, 2015)
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FIGURA N°2. Sistema de tratamiento de aguas residuales de San Jeronimo.

(Sunass, 2022).

Como se observa en la figura N°2 la linea de liquidos de la planta de tratamiento de aguas

residuales posee diversas etapas las cuales se explican a continuacion.

Tratamiento preliminar, esta etapa abarca desde el punto de ingreso de las aguas residuales
denominado afluente, en este punto se realizan diversos procesos por lo que cuenta con un sistema
de rejas para evitar el ingreso de las aguas con objetos de gran tamafio, posee también
desarenadores los cuales evitan el ingreso de arena y desengrasadores que controlan la presencia
de aceites y grasas, formando asi en su conjunto el tratamiento inicial que reciben las aguas
residuales, lo que es muy importante para la realizacion sin interferencia alguna de los procesos

posteriores (Sunass, 2022).
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Tratamiento primario, en esta etapa algunas plantas de tratamiento cuentan con un tanque
Imhoff el cual permite la sedimentacion de solidos organicos e inorganicos y posee una zona de
digestion en el que se acumulan los lodos para su proceso posterior, seguido del tanque Imhoff se
encuentran sedimentadores y tanques sépticos los cuales también permiten la sedimentacion de
solidos mediante gravedad, encontrandose en cada tanque un promedio de tiempo de 2 horas

(Sunass, 2022).

Tratamiento secundario, es un proceso el cual implica la eliminacién del DBO soluble en
mas del 80% mediante procesos bioldgicos, por lo que en esta etapa se encuentran filtros
percoladores primarios, en cada uno se encuentran filtros de PVC en forma de panal donde el agua
es vertida por la parte superior de manera rotativa para entrar en contacto con estos filtros en los
que estan adheridos microorganismos los cuales degradan la materia orgéanica existente, también
se encuentran adicionalmente filtros percoladores secundarios los cuales poseen las mismas
funciones que los filtros percoladores primarios, finalmente se encuentran los sedimentadores
secundarios los cuales se encargan de eliminar el resto de materiales solidos que no fueron

eliminados en el tratamiento primario (Sunass, 2022)

Desinfeccion, comprende la etapa de cloracion, la cual consta de una cdmara donde queda
depositada el agua proveniente del tratamiento secundario para que esté libre de microorganismos
patdgenos y finalmente ser liberada por un canal denominado efluente luego de haber pasado por

muchos procesos con la finalidad de respetar los limites maximos permisibles (Sunass, 2022).
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1.5 GENERO Vibrio.

1.5.1 Clasificacion taxonémica del género Vibrio.

Dominio: Bacteria
Filo: Proteobacteria
Orden: Vibrionales
Familia: Vibrionaceae
Género: Vibrio
Especie: Vibrio cholerae
Fuente: (Manual de Bacteriologia de Bergey, 2005).
1.5.2 Caracteristicas del género Vibrio.

Bacilos gram negativos, de 2 a 5 micras de largo, curvadas (forma de coma), flagelados
con un unico flagelo polar que les permite moverse de forma erratica; con sus principales especies
en funcion de sus antigenos O: V. cholerae, V. parahaemolyticus y V. vulnificus; son bacterias
aerobios y anaerobios, que crecen en agar nutritivo incubadas a 35°C y fermentan a la glucosa,
catalasa positivos. Dependientes del ion sodio, capaces de crecer en agua peptonada (Garcia,

2017).
1.5.3 Distribucion geografica de Vibrio cholerae.

Durante el 2021, se estuvieron dando reportes de 23 paises, los cuales reportaron brotes de
colera sobre todo en Africa y Mediterraneo oriental (Fig. N° 3); para el afio 2022 el nimero de
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paises que reportaron casos de colera subio a 30, 14 de los cuales no dieron reportes durante el
2021; hasta el 1 de febrero del 2023 son 18 paises quienes siguen reportando casos de colera, en

meses posteriores esta cifra podria ir en aumento (OMS, 2023).

FIGURA NP° 3. Distribucion geografica de paises con casos actuales de cdlera.

Fuente: (OMS, 2023).

AFRO: Region de Africa. EMRO: Region del Mediterraneo Oriental.
AMRO: Region de las Américas, PAHO - Oficina Sanitaria Panamericana.
SEARO: Region del Sudeste Asiatico. WPRO: Region del Pacifico Occidental.

1.5.4 Patogenia.

Desde la perspectiva de la salud humana y su conexidn con los seres acudticos, resulta
crucial examinar la existencia de este patogeno. Esto se debe a que las infecciones originadas por

este tipo de microorganismo se relacionan con el consumo de productos marinos contaminados o
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la exposicion de heridas al agua del mar. En estos casos, los sintomas presentados por el paciente
incluyen gastroenteritis, infecciones cutdneas, septicemia, y en pacientes con sistemas
inmunologicos comprometidos o defensas bajas, la posibilidad de fallecimiento (Bermudez et. al.,

2017).

Para que la bacteria colonice necesita de motilidad, la quimiotaxis, las enzimas
proteoliticas, las hemaglutininas, los factores de colonizacion (pilis) y sobre todo produccion de
su toxina colérica (CT). Segiin el mecanismo patogénico, las diarreas pueden clasificarse en
citotoxicas, en las que los patdgenos estimulan la funcién secretoria activando las enzimas

intracelulares sin dafiar la capa epitelial (Sanchez y Pérez, 2014).

FIGURA N°4. Mecanismo de accion del colera.

Fuente: (Ledn, 2010).
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La toxina del cdlera estd compuesta por la parte A que consta de 2 de sub unidades y la
parte B por 5 subunidades de anclaje, como se observa en la figura N°4 la parte A de la toxina
colérica se traslada al enterocito del intestino delgado e ingresa y se une al receptor
GM1(gangliésido), donde empieza su proceso de patogenicidad generando una ADP- ribosilacion
a la proteina G activando a la adenilato ciclasa que esta convertird al ATP en AMPc y a su vez
¢sta activara al PKA (proteina kinasa dependiente de AMPc) la cual fosforila iones donde ingresan
K+, Cl-, HCO3-, H20 y Na+ y a su salida de esos iones genera acidosis metabdlica, deshidratacion,

desequilibrio de electrones y diarrea masiva (Ledn, 2010).
1.6 GENERO Enterococcus
1.6.1 Clasificacion taxonémica del género Enterococcus.
Dominio: Bacteria
Filo: Firmicutes
Clase: Bacilli
Orden: Lactobacillales

Familia: Enterococcaceae

Género: Enterococcus
Especie: Enterococcus faecalis
Enterococcus faecium

Fuente: (Manual de Bacteriologia de Bergey, 2005).
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1.6.2 Caracteristicas del género Enterococcus.

Enterococcus es un género de bacterias en forma de cocos gram positivos, antiguamente
clasificado dentro del grupo D de Lancefield en el género Streptococcus, se distinguié como un
género independiente en 1970 debido a caracteristicas distintivas. Enterococcus incluye un
conjunto de bacterias anaerdbicas con una morfologia esférica u ovoide, tipicamente dispuestas en
pares y cadenas cortas, con dimensiones de 0,6-2,0 x 0,6-2,5 um y generalmente no moviles. Todas
las bacterias de este género pueden sobrevivir en un rango de temperaturas entre 10°C y 45 °C,

pero su Optimo crecimiento ocurre a 37 °C (Adoén y Echavarria, 2021).

1.6.2.1 Enterococcus faecalis.

Antes conocido como Streptococcus faecalis, se encuentran en la microbiota intestinal y
biliar; relacionado con infecciones del tracto urinario encontrandose asi en la uretra masculina y
vagina, también puede aislarse de muestras de suelo, alimentos o agua lo que indica contaminacion
fecal, pero en alimentos que estan fermentados su presencia es normal como en los quesos,

embutidos, etc. (Gil, 2018).

1.6.2.2 Enterococcus faecium.

Se encuentra en las vias intestinales del hombre y animales, también en la piel, secreciones
orofaringeas y vaginales; son causantes de infecciones severas del tracto urinario, bacteriemia y
endocarditis; todas estas infecciones son producidas por la microbiota endégena pudiéndose
transmitir también de persona a persona o por la ingesta de agua o alimentos contaminados, son
menos frecuentes sus aislamientos clinicos pero presentan una mayor resistencia a los

antimicrobianos que E. faecalis (Gil, 2018).
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1.6.3 Patogenia.

La mayoria de las infecciones sigue una serie de eventos que comprenden la colonizacién
y la adherencia a las células del huésped, la invasion de tejidos y la resistencia a los mecanismos
de defensa no especificos. Investigaciones han revelado que las cepas de enterococos que exhiben
factores de virulencia generan infecciones mas graves en comparacion con aquellas que carecen
de estos factores. El andlisis de las infecciones por enterococos en individuos con sistema
inmunoloégico deprimido ha suscitado un mayor interés entre los investigadores, quienes buscan
caracterizar los factores que facilitan la efectiva colonizacion bacteriana en los organismos
hospedantes, superando las barreras inmunoldgicas y desencadenando alteraciones patologicas

(Chajecka-Wierzchowska et. al., 2017).

1.7 FAMILIA ENTEROBACTERIACEAE.

Son bacterias Gram negativas que presentan una morfologia en forma de cocos o bacilos.
Tienen la capacidad de funcionar tanto en ambientes con presencia de oxigeno como en ausencia
de este, y suelen hallarse en entornos con temperaturas que oscilan entre 22°C y 37°C, ademas de
ser comunes en medios ricos en materia organica, como las aguas residuales. Este ambiente
propicio también favorece la presencia de diversas bacterias de esta familia, asi como de

bacteriofagos de diversas clases (Chisavo y Husserl, 2020).

Estas bacterias son capaces de vivir en ambientes con o sin oxigeno, siendo facultativas
anaerobias. No producen esporas, lo que impide su reproduccion una vez que han sido destruidas.
Su crecimiento se ve afectado por la presencia de sales como el cloruro de sodio. Se hallan en
diversos lugares siempre que existan condiciones propicias para su supervivencia, como en aguas

residuales. Los géneros mas predominantes en esta familia incluyen Escherichia, Enterobacter,
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Klebsiella, Salmonella y Shigella. La especie mas prevalente en la microbiota humana es
Escherichia coli, representando aproximadamente el 80% del total de enterobacterias. (Chisavo y

Husserl, 2020).

Algunas especies de esta familia viven en la cavidad entérica de hombres y animales,
causando asi trastornos intestinales, mientras que otros actian como parasitos de plantas, otros
como plagas hasta llegar a podrir a la planta, otras especies son saprofitas que causan la

descomposicion de materiales organicos muertos (Murray, 2014).

1.7.1 CARACTERISTICAS DE LAS BACTERIAS GRAM NEGATIVAS.

Como se observa en la figura N°5 las paredes de las bacterias gram negativas presentan
dos capas: la membrana citoplasmatica (membrana interna) rodeada de una capa delgada de
peptidoglucano, y una membrana externa y entre ambas el espacio periplasmico que contiene

enzimas importantes para la nutricion bacteriana (Aquili, 2007).

FIGURA N°5. Estructura de la pared celular de bacterias gram negativas.

Fuente: (Aquili, 2007).
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1.7.1.1 Escherichia coli.

1.7.1.1.1 Clasificacion taxonomica de Escherichia coli.

Dominio: Bacteria

Filo: Proteobacteria

Clase: Gammaproteobacteria

Orden: Enterobacteriales

Familia: Enterobacteriaceae

Género: Escherichia

Especie: Escherichia coli.

Fuente: (Manual de Bacteriologia de Bergey, 2005)

1.7.1.1.2 Caracteristicas de Escherichia coli.

Gram negativos, moviles por sus flagelos peritricos e inmoviles de tamafio intermedio (0,3
a 1 a 6 um), no esporulantes, con una capsula, son citrato negativos, a partir del triptéfano producen
indol positivos, fermentan la lactosa y la glucosa con produccion de gas; en su estructura esta la
membrana citoplasmatica, la membrana externa y entre ambas ésta el espacio periplasmatico
constituida de péptido-glucano la que le dard una rigidez, forma y resistencia a una presion

osmotica alta a la bacteria (Canet, 2016).

Escherichia coli es una bacteria cuyo habitad principal es el tracto gastrointestinal del ser

humano y de otros animales de sangre caliente (Villacres et. al., 2022).

23



1.7.1.1.3 Patogenia.

Esta bacteria es ampliamente presente en todos los paises y reside en el tracto intestinal de
organismos de sangre caliente. A su vez, esta bacteria es responsable de la produccioén de una

toxina llamada Shiga, la cual est4 vinculada a varias enfermedades graves (Hordstegui, 2017).

La infeccion por E. coli se adquiere por consumir aguas o alimentos contaminados por
heces, la bacteria invadira el intestino durante las primeras 40 horas (Orsi citado por Lopez y

Miranda, 2018).

Una vez que esta bacteria ha ingresado al cuerpo, el periodo de incubacion de Escherichia
coli abarca de 3 a 7 dias, durante los cuales se manifiestan sintomas como fiebre, diarrea y

molestias abdominales (Hordstegui, 2017).

Cuando las bacterias se unen a los enterocitos, activan un proceso de caracteristicas
intracelulares producido por un grupo de proteinas secretadas por el aparato secretor tipo IIl y que
migran hacia los enterocitos. Una consecuencia relacionada con la transduccion de sefiales es que,
aunque la patogénesis de la E. coli enteropatdgena, esta asociada con cambios a nivel intracelular
que afectan las funciones fisiologicas normales de los enterocitos, se cree que esto es la causa de

la diarrea (Zambrano citado por Lopez y Miranda, 2018).

La bacteria se adhiere al epitelio intestinal de la mucosa por medio de fimbrias que estan
dispuestos alrededor de la bacteria con estructura en forma de varilla que estdn constituidas por
subunidades proteinicas en su extremo distal constituido por carbohidratos, se dara el
reconocimiento de los receptores (que son moléculas transmembranales que participan de
receptores de factores de crecimiento, hormonas u otros) del hospedero (Vidales et. al.,2014) la

bacteria sintetiza una proteina llamada “intimina”(codificada por el gen eae del cromosoma de la
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bacteria) se adhiere a un receptor especifico de las células del intestino llamado “Tir” (Canet,

2016).

En la figura N°6 se observa el mecanismo de adhesion de E. coli, ocasionando lesiones en
las micro vellosidades del enterocito, causando posteriormente una diarrea sanguinolenta, luego
se produce la liberacion de las toxinas que atraviesan los enterocitos a través de la via transcelular

y alcanzan la circulacion general (Albrecht, 2014).

FIGURA N°6 Mecanismo de adhesion de Escherichia coli.

Fuente: (Albrecht, 2014).

1.7.1.2 Salmonella sp.
1.7.1.2.1 Clasificacion taxonémica de Sal/monella sp.
Dominio: Bacteria
Filo: Proteobacteria

Clase: Gammaproteobacteria

25



Orden: Enterobacteriales

Familia: Enterobacteriaceae

Género: Salmonella

Especie: Salmonella sp.

Fuente: (Manual de Bacteriologia de Bergey, 1994).

1.7.1.2.2 Caracteristicas de Sa/monella sp.

Son Gram Negativos, con una longitud que oscila entre 1 y 2 um, que no generan esporas,
son microorganismos anaerdbicos facultativos en su mayoria, con capacidad de movilidad gracias
a flagelos peritricos, tienen la habilidad de producir acido y, en la mayoria de las instancias, gas a

partir de la glucosa, a excepcion de S. typhi, S. pullorum y S. gallinarum (Da Silva et. al., 2022).

La salmonelosis es una enfermedad de transmision alimentaria de alimentos contaminados,
en el agua en vertidos de granjas y en aguas residuales, distribuida en el ambiente y en material
con contaminacion fecal, su habitat natural es el intestino de los seres humanos y animales,
sobrevive en el ambiente por largos periodos de tiempo, los animales incluidos los insectos son

reservorios de Salmonella que lo van a eliminar por las heces (Logacho, 2015).

1.7.1.2.3 Epidemiologia.

El ministerio de salud inform¢é durante el afio 2022 que en el territorio peruano se di6 un
brote de enfermedad de transmision alimentaria en el distrito de Copallin, departamento de
Amazonas, confirmando la intoxicacion de 24 personas entre adultos, jévenes y nifios que
presentaron un cuadro de diarrea y vomitos causados por Salmonella typhi, ademas se informoé que

las autoridades de Sudéfrica alertaron de un brote de salmonelosis en el cabo occidental y el
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noroeste; y en estados unidos se alert6 de la presencia de Sa/monella sp. en un lote de producto de

pulpa de chirimoya (MINSA, 2022).

1.7.1.2.4 Patogenia.

S. typhi presenta su polisacarido capsular el cual es un factor de virulencia, porque
sobrevive en medios acidos del estobmago y la resistencia a la fagocitosis; causante de la fiebre
tifoidea en humanos, no desencadena una respuesta inflamatoria rapida ni diarreica con abundantes
anticuerpos Anti-Vi, en el intestino delgado atraviesa las células M que son células epiteliales que
revisten las placas de Peyer, cuando han interaccionado con las células M generan reorganizacion
del citoesqueleto de actina provocando variaciones estructurales en la superficie celular
denominadas “ruffling” (ondulado) la cual facilita la internalizacién y colonizaciéon. Cuando se
internalizan las bacterias se mueven hacia las placas de Peyer donde son fagocitadas por
macrofagos, células dendriticas, células fagociticas y neutréfilos, pudiendo sobrevivir y
multiplicarse en su interior de estas células y finalmente estableciendo infeccion intracelular y
diseminacion sistémica; como se observa en la figura N° 7 los monocitos se concentran en las
placas de Peyer, se generan citoquinas proinflamatorias debido a que Salmonella es fagocitada por
macrofagos mediante el reconocimiento del lipopolisacarido y la flagelina de Salmonella typhi,
seguidamente migran a los ganglios linféticos, a través del conducto toracico, las bacterias pasan
a la sangre desde el sistema linfatico ocasionando una bacteriemia primaria, luego son captados
nuevamente por macrofagos que revisten los sinusoides del bazo, medula 6sea, vesicula biliar y el
higado en los cuales las bacterias siguen multiplicindose, regresan a la sangre desde estos 6rganos
ocasionando una bacteriemia secundaria el cual da lugar a manifestaciones clinicas como fiebre,
sintomas pseudogripales, posteriormente son eliminadas de la sangre por macréfagos, mediante el

higado pueden llegar a adherirse a los célculos biliares lo cual dara lugar a una reinfeccion del
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tracto intestinal para finalmente establecerse en las placas de Peyer del ileon distal produciendo
asi inflamaciones, ulceraciones o necrosis, las bacterias son expulsadas en las heces, pero 3
semanas después se produce hemorragias en la zona ulcerada y algunas veces se produce también
perforacion lo que da lugar a una septicemia que podria ocasionar en algunos casos la muerte por

fiebre tifoidea (Marin y Pintado, 2018).

Figura N°7 Diseminacion de Salmonella.

Fuente: (Marin y Pintado, 2018).

1.7.1.3 Shigella sp.
1.7.1.3.1 Clasificacion taxonémica de Shigella sp.
Dominio: Bacteria

Filo: Proteobacteria
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Clase: Gammaproteobacteria

Orden: Enterobacteriales

Familia: Enterobacteriaceae

Género: Shigella

Especie: Shigella sp.

Fuente: (Manual de Bacteriologia de Bergey, 2005).

1.7.1.3.2 Caracteristicas de Shigella sp.

Grupo de bacterias Gram Negativas, bacilos cortos que miden aproximadamente entre 0.7
pm a3 pm que no esporulan y tampoco presentan capsula, son inmdviles sin flagelos; esta bacteria
es la responsable de la shigelosis la cual es una enteritis aguda que afecta el intestino grueso y la
porcidn distal del intestino delgado, con un periodo de incubacion de 1 a 5 dias, sus sintomas van
desde diarreas leves hasta diarreas acuosas con fiebre, evacuaciones con sangre y moco, nauseas,

dolores abdominales y vomitos, es transmitida por la via fecal-oral (Molina y Uribarren, 2015).

Son anaerobios facultativos, fermentadores y oxidasa negativos, su lipopolisacarido consta

de un polisacarido somatico O, un nticleo de polisacarido y un lipido A (Murray, 2014).

1.7.1.3.3 Patogenia.

El ingreso de Shigella es mediante el ondulamiento de las células M, como se puede
observar en la figura N° 8 se produce una desestabilizacion del epitelio, el bacilo ingresa en las
células M, luego son fagocitadas por macrofagos, la desestabilizacion del epitelio esta generada
por citoquinas proinflamatorias (IL1) y quimiotaxicas (IL8) , éstos ultimos producidos por las

células epiteliales reclutan leucocitos polimorfonucleares los cuales van desde el epitelio
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basolateral al apical produciendo asi una desestabilizacion de las células del epitelio, lo que da
lugar a una mayor invasion por Shigella, se produce una destruccion de los macrofagos luego de
que Shigella escapa de la vacuola fagocitica, luego se da una produccién de citoquinas
proinflamatorias debido a la activacion de la IL-1B y IL-18, Shigella ingresa al citoplasma de la
célula epitelial en el cual se multiplica; una explotacion de la maquinaria de ensamblaje de actina
epitelial hace que Shigella se mueva inter e intracelularmente, finalmente los leucocitos
polimorfonucleares son los que eliminan la infeccion causada por Shigella del epitelio del colon

(Mattock y Blocker, 2017).

Figura N° 8. Ciclo infeccioso de Shigella.

Fuente: (Mattock y Blocker, 2017).
1.7.1.4 Yersinia sp.
1.7.1.4.1 Clasificacion taxonémica de Yersinia sp.
Dominio: Bacteria

Filo: Proteobacteria
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Clase: Gammaproteobacteria
Orden: Enterobacteriales
Familia: Enterobacteriaceae
Género: Yersinia
Especie: Yersinia sp.
Fuente: (Manual de Bacteriologia de Bergey, 2005).
1.7.1.4.2 Caracteristicas de Yersinia sp.

Las bacterias del género Yersinia son Gram Negativas y se encuentran ampliamente
dispersas en la naturaleza, siendo ubicuas. Tienen la capacidad de provocar infecciones en

animales y humanos mediante la ingestion de alimentos o agua contaminada (Jiménez, 2018).

1.7.1.4.3 Epidemiologia.

En Finlandia las autoridades de salud han alertado sobre 2 brotes de Yersinia enterocolitica,

anunciaron 39 casos de infeccion en dicho pais (Infobic, 2022).

1.7.1.4.4 Patogenia.

Las infecciones humanas ocasionadas por Yersinia emplean factores de virulencia para adherirse
eficientemente a las células y tejidos del huésped, perturbando la funcioén celular. Yersinia
pseudotuberculosis, Yersinia pestis y Yersinia enterocolitica causan infecciones psicrotroficas
altamente adaptadas. Ambas, Yersinia pseudotuberculosis y Y. enterocolitica, provocan
infecciones gastricas autolimitadas. Y. enterocolitica, una especie casi similar a Y.

pseudotuberculosis que ha evolucionado recientemente, es el agente causal de la yersiniosis,
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induciendo tanto gastroenteritis como infecciones extraintestinales. A pesar de ello, esta infeccion
es poco conocida. Por consiguiente la virulencia de Y. enterocolitica no ha sido abordado de
manera exhaustiva, y esta revision tiene como objetivo evaluar la comprension actual de dicho
factor en Yersinia enterocolitica, un patdogeno emergente transmitido por alimentos (Pal y Lema,

2022).

1.7.1.5 Klebsiella sp.

1.7.1.5.1 Clasificacion taxonémica de Klebsiella sp.

Dominio: Bacteria

Filo: Proteobacteria

Clase: Gammaproteobacteria

Orden: Enterobacteriales

Familia: Enterobacteriaceae

Género: Klebsiella

Especie: Klebsiella sp.

Fuente: (Manual de Bacteriologia de Bergey, 2005).

1.7.1.5.2 Caracteristicas de Klebsiella sp.

Desde el punto de vista morfologico, este microorganismo pertenece a la familia
Enterobacteriaceae y presenta caracteristicas Gram Negativas. Ademads, posee una capsula, carece
de movilidad, y exhibe la capacidad de fermentar la lactosa y la glucosa en un periodo de 24 horas.

También, arroja resultados positivos en pruebas como urea, Voges Proskauer (VP), o-nitrofenil-83-
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Dgalactésido (ONPGQG), citrato, descarboxilacion de la lisina (LDC), descarboxilacion de la ornitina
(ODC) y catalasa. Por otro lado, muestra resultados negativos en pruebas de indol, DNAsa y

arginina dihidrolasa (ADH) (Lopardo et. al., 2016).

Klebsiella se halla en aguas residuales, efluentes industriales, suelo, vegetacion y agua. Es
una componente comun de la microbiota presente en los individuos y tiene la capacidad de

establecerse en diversas zonas del cuerpo, incluyendo las mucosas (Lai y Hsueh, 2019).

1.7.1.5.3 Patogenia.

Puede provocar infecciones graves en pacientes criticamente enfermos, recién nacidos,
personas inmunodeprimidas u otros con distintos factores de riesgo en entornos de atencion
médica. La hipervirulencia de esta bacteria est4 vinculada a ciertos serotipos capsulares (K1 y K2)
y plasmidos de virulencia (pLVPK), estos pldsmidos contienen genes relacionados con la
hipermucoviscosidad, como rmpA y wabG; ademas, las cepas con este fenotipo se han identificado
mediante la tipificacion de multilocus de secuencias (MLST), siendo los tipos de secuencia (ST)

23 y 163 especialmente destacados (Macotela, 2023).

1.7.1.6 Enterobacter sp.

1.7.1.6.1 Clasificacion taxonémica de Enterobacter sp.

Dominio: Bacteria

Filo: Proteobacteria

Clase: Gammaproteobacteria

Orden: Enterobacteriales

Familia: Enterobacteriaceae
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Género: Enterobacter

Especie: Enterobacter sp.

Fuente: (Manual de Bacteriologia de Bergey, 2005).

1.7.1.6.2 Caracteristicas de Enterobacter sp.

Son bacilos Gram Negativos, estan extensamente presentes en la naturaleza. Se hallan
comunmente en el suelo, el agua y forman parte de la microbiota de animales, insectos y del tracto
gastrointestinal humano. Este género abarca 21 especies, entre las que se destaca el complejo

Enterobacter cloacae (Silva y Martinez 2018).

Enterobacter cloacae consta de 12 agrupamientos, en los cuales se identifican seis
especies: Enterobacter asburiae, Enterobacter cloacae (con tres agrupamientos y dos
subespecies), Enterobacter hormaechei (con tres subespecies), Enterobacter kobei, Enterobacter
ludwigii y Enterobacter nimipressuralis el cual no guarda relaciéon con infecciones en seres
humanos y ha sido recientemente reubicada en el género Lelliottia. Las infecciones mas comunes
en humanos son causadas por E. hormaechei y E. cloacae, siendo agentes frecuentes de
Infecciones Asociadas a la Atencion de la Salud (IAAS), especialmente bacteriemias, neumonias
vinculadas a ventilacion mecénica, asi como infecciones urinarias e intraabdominales complicadas

(Silva y Martinez 2018).

1.8 SUSCEPTIBILIDAD ANTIMICROBIANA.

Es el comportamiento que poseen los microorganismos frente a distintos antibioticos, por
lo que finalmente éstas bacterias patdogenas son eliminadas, obteniendo asi datos de suma

importancia para un respectivo tratamiento (Lopez et. al., 2013).
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- Resistencia antimicrobiana.- Es una manifestacion natural, desarrollandose mediante una
mutacion bacteriana en respuesta a los medicamentos y con el paso del tiempo se estd dando una
celeridad en este desarrollo mediante el incorrecto empleo de estos medicamentos en el ser humano
y animales, por lo que hoy en dia la resistencia antimicrobiana es un problema de salud mundial,

seguridad alimentaria y desarrollo (OMS, 2020).

1.8.1 ANTIBIOTICOS

Vienen a ser agentes antimicrobianos cuyo origen se da por microorganismos, ya sean
bacterias u hongos, poseen una funciéon en contra de otros microorganismos inhibiéndolos o
matandolos; existen muchos antibidticos que se conocen de los cuales solo menos del 1% son
aplicados en medicina debido a la falta de captacion de los hospedadores o también a su toxicidad,
los que tuvieron una utilidad medica fueron exitosos en tratamientos como enfermedades
infecciosas; los cambios que se hacen de manera artificial a los antibidticos naturales son

conocidos como antibidticos semisintéticos (Madigan, et. al., 2014).

A. CLASIFICACION DE LOS ANTIBIOTICOS.

Las diferentes maneras de categorizar los antimicrobianos posibilitan su clasificaciéon con
base en factores como segun a su estructura quimica, efecto antimicrobiano, mecanismo de accion

y espectro de actividad (Velasquez, 2018).

Segun Veldsquez (2018) clasifica a los antibioticos de la siguiente manera.

e Por su estructura quimica.- Los antibioticos son clasificados en categorias que comparten
caracteristicas generales similares, tales como beta-lactdmicos, tetraciclinas, quinolonas,

aminoglucdésidos, glucopéptidos, macrolidos, y otras.
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e Por su efecto antimicrobiano.- Estan clasificados en bactericidas y bacteriostaticos,
aquellos antimicrobianos que ejercen su accion al inhibir la sintesis de la pared, alterar la
membrana citopldsmica o interferir en la sintesis de ADN son considerados bactericidas,
mientras que aquellos que inhiben la sintesis proteica son clasificados como
bacteriostaticos.

- Bactericidas.- Inducen la muerte de las bacterias, lo que implica que el proceso es
irreversible. Ejemplos de tales agentes son los beta-lactdmicos, aminoglucosidos,
fosfomicina, nitrofurantoinas, polipéptidos, quinolonas, rifampicina y vancomicina.

- Bacteriostaticos.- Inhiben el crecimiento y la reproduccion de las bacterias, sin llegar a
destruirlas, lo que significa que al retirar el agente antimicrobiano, su efecto es
reversible. Este fenomeno se observa en las tetraciclinas, sulfamidas, trimetoprima,
cloranfenicol, macrolidos y lincosamidas.

e Por su espectro de accion.- Los agentes antimicrobianos se clasifican segun el tipo de
microorganismo al cual son efectivos, abarcando antibacterianos, antiviricos, antifiungicos
y antiparasitarios. En cuanto a la cantidad de especies bacterianas afectadas por un
antimicrobiano, su espectro puede ser amplio, intermedio o reducido.

- De amplio espectro.- Tienen la capacidad de afectar bacterias, hongos o protozoos,
interviniendo en el crecimiento de mas de uno de estos organismos o de diversas
especies bacterianas.

- De espectro intermedio.- Tienen efectividad contra un conjunto mas restringido de
especies. Este grupo engloba la mayoria de los agentes antimicrobianos.

- De espectro reducido.- Solo muestran eficacia ante un conjunto reducido de especies,

como es el caso de los glucopéptidos.
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e Por su mecanismo de accion.- Antibidticos de diversas estructuras quimicas pueden

compartir el mismo mecanismo de accion.

Inhibicidn de la sintesis de la pared celular.

Alteracion de la funcion de la membrana celular.

Inhibicion de la sintesis proteica.

Inhibicion de la funcion o sintesis de acidos nucleicos.

A.1) p—-LACTAMICOS.
- PENICILINAS.

Ampicilina.- Se caracterizan por la presencia de un anillo tiazolidinico de cinco miembros
unido al anillo beta-lactdmico, ademés de contar con una cadena lateral. Este tipo de penicilinas
se emplea para tratar infecciones respiratorias y del tracto urinario, asi como infecciones causadas

por Listeria monocytogenes y en individuos portadores de Salmonella typhi (Velasquez, 2018).
- CEFALOSPORINAS.

Cefotaxima.- Es una cefalosporina de tercera generacion, poseedor de un mecanismo de
accion bactericida; su accion se da contra Staphylococcus aureus, también contra microorganismos
Gram Negativos como E. coli, Haemophilus influenzae, Klebsiella sp.; su mecanismo bactericida
se da por unirse a las transpeptidasas lo cual impide el entrecruzamiento de cadenas de
peptidoglucano, el cual es importante para dar rigidez y fuerza a la pared celular para que se pueda
traducir como inhibicion de la sintesis de la pared celular; entre sus propiedades también esta la

de producir lisis, evitar la division celular y el crecimiento bacteriano (Rodriguez, 2013).
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- CARBAPENEMICOS.

Imipenem.- Es un antibidtico que posee accion bactericida, actua bloqueando la sintesis de
la pared celular bacteriana, es efectivo contra algunos estafilococos y enterobacterias (Rodriguez,

2013).

A.2) AMFENICOLES.

Cloranfenicol.- El cloranfenicol es un antimicrobiano con un amplio espectro de accion
que abarca microorganismos Gram Positivos, Gram Negativos, anaerobios, espiroquetas,
rickettsias, clamidias y micoplasmas. Se caracteriza por su alta biodisponibilidad, excelente
capacidad de penetracion en los tejidos y su bajo costo econémico. En la actualidad, el uso del
cloranfenicol se ha limitado principalmente al tratamiento de infecciones causadas por
microorganismos resistentes a multiples fairmacos, y ocasionalmente se emplea como opcion
terapéutica alternativa para enfermedades como el carbunco o la peste. No obstante, en numerosos
paises en desarrollo, atin persiste su utilizacion en el tratamiento de la fiebre tifoidea (Velasquez,

2018).
A.3) SULFONAMIDAS Y TRIMETOPRIMA.

Trimetoprim sulfametoxazol.- Es una asociacion de fairmacos que evita la sintesis de acidos
nucleicos, el sulfametoxazol es una sulfonamida que evita la produccion del acido deshidrofélico,
el trimetoprim evita la formacion del acido tetrahidrofélico mediante la inhibicién de la enzima
reductasa de deshidrofolato, esta combinacion de ambas sustancias da paso a su efecto
bacteriostatico y bactericida; su accion se da contra Escherichia coli, Staphylococcus aureus,

Proteus mirabilis, Enterobacter, Salmonella, Yersinia, Klebsiella, etc. (Rodriguez, 2013).
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A.4) FLUOROQUINOLONAS.

Ciprofloxacina.- Es una fluoroquinolona de accion bactericida, que actiia dentro de la
célula inhibiendo el ADN girasa, enzima importante en procesos como la transcripcion,
duplicacion y reparacion del ADN bacteriano, es un antibiotico efectivo contra enterobacterias y

otros microorganismos (Rodriguez, 2013).
A.5) AMINOGLUCOSIDOS.

Gentamicina.- Es un aminoglucésido que tiene accion bactericida, cuya efectividad se da
contra bacilos Gram Negativos, este antibidtico atraviesa la membrana celular, uniéndose
posteriormente a la subunidad ribosomal 30S bloqueando asi el inicio de la sintesis proteinica y

finalmente induciendo a la muerte celular (Rodriguez, 2013).
A.6) INHIBIDORES DE B-LACTAMASAS.

Amoxicilina-Acido clavulanico.- El 4cido clavulanico y las sulfonas del acido penicilanico
carecen de actividad antimicrobiana y se emplean exclusivamente para ampliar el espectro de los
beta-lactamicos que podrian ser inactivados por beta-lactamasas. Algunas de las bacterias
susceptibles a esta asociacion incluyen S. aureus sensible a meticilina, N. gonorrhoeae, H.

influenzae, E. coli, P. mirabilis, K. pneumoniae y B. fragilis (Velasquez, 2018).
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CAPITULO IT

2. MATERIALES Y METODOS.

2.1 AREA DE ESTUDIO.

UBICACION DE LA PLANTA DE TRATAMIENTO DE AGUAS RESIDUALES SAN

JERONIMO.

La planta de tratamiento de aguas residuales San Jerénimo se encuentra a 12.58 km del
centro de la ciudad de Cusco, en el departamento de Cusco, provincia del Cusco, distrito de San

Jeronimo; presenta las siguientes coordenadas (Fig. N°9).

Latitud sur 13° 33’ 11.66°’; Longitud oeste 71° 52° 4.62°’ y una altitud de 3193 - 3205m.

FIGURA N°9. Mapa de ubicacion de la provincia del Cusco, localizacion de la

planta de tratamiento de aguas residuales San Jeréonimo.

Elaboracion propia (Escala 1:100 000)
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FIGURA N°10. Area de ubicacién de la planta de tratamiento de aguas residuales

San Jeronimo.

Elaboracion propia a partir de Google Earth
ACCESIBILIDAD.

Al area de estudio (Fig. N°10) se accede por la avenida la cultura, direccion prolongacion
de la cultura Qollana, distrito de San Jeronimo, provincia Cusco, region Cusco, haciendo uso de
transporte urbano hasta el distrito de San Jeronimo, el tiempo de viaje hasta la planta de tratamiento

partiendo de la Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco es de 30 a 35 minutos.

El ingreso a la planta de tratamiento de aguas residuales es restringido, para lo cual se
presentd una carta dirigida al gerente general de la E.P.S SEDACUSCO S.A Ing. José Luis Becerra

Silva, donde se solicito el ingreso al lugar con motivos de estudios para realizar tomas de muestra
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de las aguas residuales de la linea de liquidos de la planta de tratamiento de aguas residuales San

Jeronimo, siendo aceptado para la ejecucion del presente trabajo de investigacion (Anexo N°1).

2.2 MATERIALES

2.2.1 MATERIAL BIOLOGICO

Muestras de aguas residuales.

2.2.2 MATERIAL DE CAMPO.

Frascos estériles.

Bolsas de polipropileno estériles.

Cooler refrigerador.

Gel pack.

Plumoén indeleble.

Cémara digital.

Guantes.

Barbijo.

Casco de seguridad.

Gorro.

Mandil.
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2.2.3 MATERIALES DE LABORATORIO.

Material de vidrio

Placas Petri 100 x 15mm.

Tubos tapa rosca 22x175 mm.

Tubos de ensayo de 13x100 mm.

Frascos de 500 ml de capacidad.

Probetas volumétricas de 100 a 500 ml.

Espatula Drigalsky.

Matraz de 500ml.

Pipetas de 10ml.

Pipetas de 1ml graduadas 1/10.

Equipos.

Autoclave “Phoenix”.

Incubadora “Esco Isotherm”.

Estufa de laboratorio “Esco Isotherm™.

Balanza analitica “Sartorius”.

Destilador de agua “Optic, ivyment system”.

Vortex “Turbo mixer” Lw scientific.



Reactivos y medios de cultivo.

Agua peptonada “Merck”.

Agar MacConkey “HiMedia”.

Agar Endo “Merck”.

Agar BPLS (Agar-Verde brillante-Rojo de fenol-lactosa-sacarosa) “Merck”.

Agar TCBS (Tiosulfato-Citrato-Bilis-Sacarosa) “Merck”.

Agar Bilis esculina “Merck”.

Agar Mueller Hinton “Merck”.

Citrato de Simons “Merck”.

Caldo dextrosa azida “Merck”.

LIA (lisina hierro agar) “Merck”.

TSI (agar triple azucar hierro) “Merck”.

MIO (Motilidad — Indol — Ornitina) “Merck”.

Reactivo de Kovacs “Merck”.

Kit Api 20 Strep.

Discos de sensibilidad: ampicilina [ 10ug], cefotaxima [30pg], trimetoprim-sulfametoxazol
[25ug], cloranfenicol [30pg], gentamicina [10pg], ciprofloxacino [Sug], imipenem [10pg] y

amoxicilina-acido clavuldnico [30ug] “LYD insumed”.
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Otros materiales.

Mechero bunsen.

Puntas de pipeta.

Cocinilla eléctrica.

Balde.

Cuerda.

Vernier digital.

Algodon.

Asa 'y aguja de siembra.

Gradillas.

Guantes de latex.

Pipeteador mecénico.

Hisopos estériles.

Gasa.

Hilo pabilo.

Papel craft.

2.2.4 PUNTOS DE MUESTREO.

Se realiz6 un muestreo en la linea de liquidos de la planta de tratamiento, obteniendo un

total de 16 puntos desde el ingreso de las aguas hasta su salida (Fig. N° 11), siguiendo cada proceso
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del tratamiento que reciben las aguas residuales, como un tratamiento primario, secundario y de

desinfeccion (Ver tabla N°2).

TABLA N°2. Puntos de muestreo de la linea de liquidos de la planta de tratamiento

de aguas residuales San Jerénimo — Cusco.

PUNTOS DE N° DE

TRATAMIENTO MUESTREO MUESTRAS

Afluente 4
Cémara primaria 4

PRIMARIO Sedimentador primario 1 4
Sedimentador primario 2 4

Camara 3

Filtro percolador primario 1
Filtro percolador primario 2
Filtro percolador primario 3
Cémara 7
Filtro percolador
secundario 1

SECUNDARIO Filtro percolador
secundario 2

Camara 5

A A A A B

Sedimentador secundario 1
Sedimentador secundario 2

Camara de cloracion
DESINFECCION Efluente

a A s A s s

TOTAL 16 puntos 64
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Figura N°11. Ubicacion de los 16 puntos de muestreo en la planta de tratamiento de

aguas residuales San Jeronimo — Cusco.

Fuente: Seda Cusco (2018).
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2.3 METODOS PARA EL AISLAMIENTO Y DETERMINACION DE Vibrio,

ENTEROCOCOS Y ENTEROBACTERIAS.
2.3.1 TOMA DE MUESTRA.

Se realizaron 4 muestreos durante el 2019: inicios del mes de julio (1er muestreo), finales
de julio (2do muestreo), inicios de agosto (3er muestreo) y finales de agosto (4to muestreo); en
cada muestreo se recolectd 16 muestras, haciendo un total de 64 muestras durante los 4 muestreos
realizados. En cada muestreo se mantuvo las muestras de 2-5°C hasta su llegada inmediata al
laboratorio de control de calidad de aguas y alimentos de la Escuela Profesional de Biologia de la

Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco para realizar los respectivos ensayos.
PROCEDIMIENTO:

a) En frascos de tapa rosca estériles se procedio6 a realizar la colecta de 100 ml de agua
residual del canal de entrada a la planta de tratamiento (afluente), de los sedimentadores primarios,
camaras sépticas, filtros percoladores, cdmara de cloracion y del canal de salida a la planta de

tratamiento (efluente).

b) Se rotularon los frascos con la fecha y punto de muestreo en el que se obtuvo las

muestras.

c¢) Se colocaron los frascos en un cooler refrigerador de 2-5 °C y fueron transportados al

laboratorio de microbiologia de aguas y alimentos; pabellon de control de calidad de la UNSAAC.
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2.3.2 METODOS PARA EL AISLAMIENTO Y DETERMINACION DE Vibrio sp.
2.3.2.1 METODO DE LA TORULA DE MOORE.

Se realizd6 mediante 2 etapas; una primera de enriquecimiento en agua peptonada y una

segunda de confirmacion en agar TCBS (Tiosulfato- Citrato-Bilis-Sacarosa).
PROCEDIMIENTO:

a) Se cortaron gasas a medidas de 24 cm de ancho y 180 cm de largo el cual se dobl6 5
veces para obtener un tamafio de 36 cm, se cortd en un extremo tiras verticales de 4 cm de ancho,

en un extremo se formé un nudo con ayuda de hilo pabilo con sobrante del hilo para sujetarlo.
b) Se coloco la torula en papel craft para esterilizarlo por 15 min a 121°C.
¢) En el punto de muestreo se sumergi6 la torula por un periodo de 24 a 48 horas.

d) Pasado ese lapso de tiempo se coloco la torula en bolsas comerciales previamente

esterilizadas, para ser trasladadas en el menor tiempo posible al laboratorio para su analisis.

e) Llegado al laboratorio se colocd la térula en 200ml de agua peptonada y se incubd

durante 6 horas a 37°C.
f) Pasado el tiempo se realiz6 siembra por estrias en superficie en agar TCBS.
g) Se incubd las placas en posicion invertida a 37 °C durante 48 horas.
h) Se observé si hubo presencia de colonias tipicas de Vibrio sp.

Fuente: Rojas (2011).
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2.3.3 TECNICA DE SIEMBRA EN AGAR BILIS ESCULINA PARA EL AISLAMIENTO

DE ENTEROCOCOS.

Se realiz6 una etapa inicial en caldo Azida para finalmente realizar siembras por

agotamiento en superficie en agar bilis esculina.

PROCEDIMIENTO:

a) Se prepararon tubos con caldo Azida a 10ml cada tubo.

b) Se inoculd 10ml de muestra de cada punto de muestreo en los tubos de caldo Azida.

c) Se incubd a 37°C durante 48 horas.

d) Pasado el tiempo de incubacion se procedio a sembrar con un asa de siembra en placas

de agar Bilis Esculina.

e) Se incubd a 37°C durante 72 horas.

f) Se seleccionaron colonias tipicas para su identificacion.

Fuente: Sanz (2011)

2.3.3.1 IDENTIFICACION DE Enterococcus sp. MEDIANTE API 20 STREP.

Esta compuesto por las siguientes pruebas.

- Vp (Vogest proskauer); transforma sustancias acidas a no acidas cuando es positivo es
de color rosa- rojizo que quiere decir que presenta acetona.
- Hip (Acido hipurico); hidroliza al hiptirato dando un color azul oscuro — violeta que es

positivo y negativo color azul palido.
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- Esc (Esculina); genera hidrolisis de la  — glucosidasa dando un color negro — gris que
es positivo y negativo color amarillo palido.

- PYRA (Pirolidonil arilamidasa); 4cido piroglutdmico que se colorea de color naranja
si es positivo e incoloro si es negativo.

- o-Gal (0-Galactosidasa); enzima o galactosidasa que se colorea de color violeta si es
positivo y negativo es violeta palido.

- B-Gur (B-Glucuronidasa); enzima  glucuronidasa si es positivo se colorea de azul
y negativo incoloro.

- B-Gal (B-Galactosidasa); que se colorea de color violeta positivo.

- Pal (Fosfatasa alcalina); fosfatasa alcalina si es positivo es de color violeta.

- Lap (leucina aminopeptidasa); leucina aminopeptidasa se colorea de color anaranjada
si es positivo.

- ADH (Arginina dihidrolasa); actividad de la enzima arginina dehidrolasa, si es positivo
es de color rojo y negativo color amarillo.

- Rib (ribosa), Ara (arabinosa), Man (manitol), Sor (sorbitol), Lac (lactosa), Tre
(trealosa), Inu (inulina), Raf (rafinosa), Amd (almidon); generan la acidificacion, si es
amarillo es positivo y negativo si es naranja- amarillo.

- Glyg (Glicogeno); acidifica al glicogeno, positivo color amarillo franco y negativo rojo

0 naranja.

Fuente: Martinez et. al., (2011)

PROCEDIMIENTO:

a) Se realizd una suspension bacteriana de las placas de agar bilis esculina en solucion

salina fisiologica.
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b) Se compard la turbidez con una escala McFarland superior a 4.

c¢) Se abrié una galeria Api, llenando con agua destilada los pocillos de las camaras de

incubacion para generar un ambiente himedo.

d) En la primera mitad de la galeria Api desde el ensayo VP hasta LAP se agreg6 100ul,

para el ensayo ADH se llen¢ el tubo.

e) Se abri6 una ampolla de Api GP médium y se afiadi6 0.5 ml de la suspension bacteriana

y se lleno los tubos de los ensayos RIB al GLYG.

f) Desde los ensayos ADH al GLYG se lleno los tubos con aceite de parafina provocando

un menisco convexo.
g) Se cerr6 las camaras de incubacion.

h) Se incubd a 37°C durante 4 horas para una primera lectura y a las 24 horas para una

segunda lectura.
1) Luego de la incubacion al ensayo VP se le afiadio una gota del reactivo VP1 'Y VP2.
j) Al ensayo HIP se le afiadi6 2 gotas del reactivo NIN.

k) A los ensayos PYRA, aGAL, BGUR, BGAL, PAL y LAP se les afiadi6 una gota de

reactivo ZYM A ZYM B
1) Luego de 10 minutos se realiz6 las lecturas del kit haciendo uso de una tabla de lectura.
2.3.4 DILUCIONES Y SIEMBRA PARA EL AISLAMIENTO DE ENTEROBACTERIAS.

Se realiza las diluciones para disminuir la carga microbiana y al sembrar se obtenga una

distribucién uniforme de los microorganismos en los agares selectivos.
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PROCEDIMIENTO:
a) Los frascos fueron homogeneizados vigorosamente.

b) Se realizaron las diluciones respectivas preparando 9 ml de agua peptonada al 0.1% en

7 tubos (107, 1072,..., 107).

c¢) Se tomo una alicuota de 1 ml de cada muestra con la ayuda de una pipeta estéril y se
colocé en el tubo de la serie 107!, seguidamente se homogeneizo el tubo con el vortex. Se tomo
otra alicuota de 1 ml del tubo de la diluciéon 107! y se trasvasé al tubo de la dilucién 1072, se
homogeneizo el tubo con la ayuda del vortex, repitiendo el mismo procedimiento hasta llegar al

tubo de la dilucion 107.

d) De las 3 tltimas diluciones realizadas (107, 10, 107). Se procedié a inocular 1ml en
los medios de cultivo ENDO, BPLS y Mac Conkey seguidamente se disemind con la espatula

Drigalsky.
e) Se incubd las placas en posicion invertida a 37 °C durante 24 a 48 horas.
f) Se seleccionaron las colonias tipicas (Ver Anexo N°8).
g) Se realizd pruebas bioquimicas para la identificacién de enterobacterias.
h) Se realiz6 el mismo procedimiento para los frascos de los puntos de muestreo restantes.

Fuente: ICMSF (2000).
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2.3.5 PRUEBAS BIOQUIMICAS PARA ENTEROBACTERIAS.

2.3.5.1 TSI (agar triple azicar hierro)

a) Se tomod una colonia de la placa del medio Mac Conkey con ayuda de una aguja de

siembra y se realizo una puncion hasta el fondo del medio y estrias en superficie.

b) Se incub6 a 37 °C por 24 horas.

c) Se repiti6 el mismo proceso (e y f) para las colonias tipicas de las placas de ENDO y

BPLS.

Fuente: Lopardo et. al., (2016)

Interpretacion de resultados.

Pico alcalino/fondo 4cido (pico rojo/fondo amarillo): el microorganismo solo fermenta la
glucosa; pico acido/fondo acido (pico amarillo/fondo amarillo): el microorganismo fermenta la
glucosa, lactosa y/o sacarosa; pico alcalino/fondo alcalino (pico rojo/fondo rojo): el
microorganismo no fermenta los azucares. La presencia de burbujas, o ruptura del medio, indicara
que el microorganismo es productor de gas. El ennegrecimiento del medio indicara que el

microorganismo es productor de acido sulfhidrico (Aranguren, 2008).

2.3.5.2 LIA (lisina hierro agar)

a) Se tomd una colonia de la placa del medio Mac Conkey con ayuda de una aguja de

siembra y se realizo triple puncion hasta el fondo del medio y estrias en superficie.

b) Se incub6 a 37 °C por 24 horas.

c) Se repitié el mismo proceso para las colonias tipicas de las placas de ENDO y BPLS.
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Fuente: Lopardo et. al., (2016)

Interpretacion de resultados.

Descarboxilacion de la lisina: la prueba positiva presentara un pico violeta y un fondo de
color violeta y la prueba negativa presentara un pico violeta y un fondo de color amarillo;
desaminacion de la lisina: se presentara el pico rojizo y el fondo de color amarillo; produccion de
acido sulfhidrico con ennegrecimiento del medio especialmente en el limite del pico y el fondo

(Aranguren, 2008).

2.3.5.3 MIO (Motilidad — Indol — Ornitina).

a) Se tomo una colonia de la placa del medio Mac Conkey con ayuda de una aguja de

siembra y se realiz6 una puncion central hasta el medio del tubo.

b) Se incubo a 37 °C por 24 horas.

¢) Se repitid el mismo proceso para las colonias tipicas de las placas de ENDO y BPLS.

Fuente: Lopardo et. al., (2016)

Interpretacion de resultados.

Movilidad: un resultado positivo tendré turbidez o crecimiento expandido en el area de la
picadura con la aguja de siembra y un resultado negativo tendra crecimiento limitado a la linea de
la picadura de siembra; ornitina descarboxilasa: un resultado positivo tendra un viraje del medio a
color purpura y un resultado negativo el medio virara a color amarillo; prueba del indol: para esta
prueba de indol se realizard una vez que se haya determinado la movilidad y la prueba de ornitina.
Un resultado positivo dard lugar a un color rojo al agregar el reactivo de Kovacs y un resultado

negativo dara lugar a un color amarillo al agregar el reactivo de Kovacs (BritanialLab, 2015).
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2.3.5.4 CITRATO DE SIMMONS.

a) Se tomo6 una colonia de la placa del medio Mac Conkey con ayuda de una aguja de

siembra y se realizo estrias en superficie.

b) Se incub6 a 37 °C por 24 horas.

¢) Se repitid el mismo proceso para las colonias tipicas de las placas de ENDO y BPLS.

Fuente: Lopardo et. al., (2016)

Interpretacion de resultados.

La muestra es positiva cuando hay crecimiento y el medio cambia a color azul en el pico y
hay un proceso de alcalinidad y la muestra es negativa cuando el medio permanece de color verde

debido a que no hay desarrollo bacteriano por lo tanto no hay cambio de color (Aranguren, 2008).

2.3.6 DETERMINACION DE LA  SUSCEPTIBILIDAD DE LAS

ENTEROBACTERIAS A LOS ANTIBIOTICOS.

Se realiz6 la técnica de difusién en agar basado en el trabajo de Kirby Bauer y
colaboradores; para determinar la susceptibilidad antimicrobiana de acuerdo a la normativa

establecida por el (CLSI) Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio.

PROCEDIMIENTO:

a) Se selecciond colonias tipicas de enterobacterias y se transfirio a tubos de solucion
fisioldgica salina con la ayuda de un asa de siembra obteniendo una turbidez escala McFarland de

0.5%.
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b) Con un hisopo estéril de los 2 ml de solucidn fisiologica salina, se retird el inoculo y se

sembro6 por estrias en placas de agar Mueller Hinton.

¢) Seguidamente se colocaron los discos de sensibilidad distribuidos uniformemente sobre

las placas de agar Mueller Hinton ya sembradas.

d) Se incubaron las placas en posicion invertida por 24 horas a 37°C.

e) Pasado el tiempo de incubacién se realizaron las mediciones con ayuda de un vernier

digital.

Fuente: INS, (2002)
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CAPITULO III
3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1 Determinacion de Vibrio sp.

Para la determinacion de Vibrio sp. en la linea de liquidos de la planta de tratamiento de
aguas residuales San Jeronimo — Cusco, se observa en la siguiente tabla N°3 los resultados del

cultivo de Vibrio sp.

TABLA N° 3. Resultados del cultivo de Vibrio sp. en los 16 puntos de muestreo de la

planta de tratamiento de aguas residuales San Jerénimo — Cusco.

= (=) (=) = 2}
s £ s £ s = st &
Puntos de muestreo 2 E = § & § A § S §
= = = = =
Afluente Ausente Ausente Ausente Ausente 4
Camara primaria Ausente Ausente Ausente Ausente 4
Sedimentador primario 1 Ausente Ausente Ausente Ausente 4
Sedimentador primario 2 Ausente Ausente Ausente Ausente 4
Camara 3 Ausente Ausente Ausente Ausente 4
Filtro percolador primario 1 Ausente Ausente Ausente Ausente 4
Filtro percolador primario 2 Ausente Ausente Ausente Ausente 4
Filtro percolador primario 3 Ausente Ausente Ausente Ausente 4
Camara 7 Ausente Ausente Ausente Ausente 4
Filtro percolador secundario 1  Ausente Ausente Ausente Ausente 4
Filtro percolador secundario 2  Ausente Ausente Ausente Ausente 4
Camara 5 Ausente Ausente Ausente Ausente 4
Sedimentador secundario 1 Ausente Ausente Ausente Ausente 4
Sedimentador secundario 2 Ausente Ausente Ausente Ausente 4
. . Sin Sin Sin Sin
Camara de cloracion o o - o 4
crecimiento crecimiento crecimiento crecimiento
Sin Sin Sin Sin
Efluente . o o -
crecimiento = crecimiento crecimiento crecimiento
TOTAL 64
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En la tabla N°3 se observa que hubo ausencia de Vibrio sp. en las 64 muestras analizadas,
las cuales tienen similitud con el trabajo realizado por Sota A. y colaboradores (2023) donde

reportaron ausencia de Vibrio spp. en muestras de agua del humedal de Huasao en Cusco.

Aguilar y Cubas (2021) analizaron muestras de agua superficial en Chota Cajamarca,
donde reportaron ausencia total de Vibrio en todas las muestras recolectadas al igual que el
presente trabajo de investigacion donde se reporta ausencia total de Vibrio sp. en aguas de la linea

de liquidos de la planta de tratamiento de aguas residuales San Jeronimo.

Igualmente Rodriguez y colaboradores (2015) realizaron estudios de 314 muestras de agua,
encontrando en 175 muestras presencia de Vibrio y en las restantes ausencia de Vibrio,
concluyendo asi que Vibrio no se encuentra en todos los cuerpos de agua incluyendo aguas
residuales; al igual que en la linea de liquidos de la planta de tratamiento de aguas residuales San

Jerénimo — Cusco hay ausencia total de Vibrio sp.

3.2 Aislamiento e identificacion de Enterococcus spp.

De la siembra en agar bilis esculina se observaron colonias tipicas de enterococos

obteniendo los siguientes resultados (Ver tabla N°4).
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TABLA N° 4. Resultados del aislamiento de Enterococcus spp. en los 16 puntos de

muestreo de la planta de tratamiento de aguas residuales San Jeronimo — Cusco.

o o o o @
S g = g S g =) g % g
Puntos de muestreo 2 § = § 2 § s § s, &
= = =] =) =
Afluente Presente Presente Presente Presente 4
Camara primaria Presente Presente Presente Presente 4
Sedimentador primario 1 Presente Presente Presente Presente 4
Sedimentador primario 2 Presente Presente Presente Presente 4
Camara 3 Presente Presente Presente Presente 4
Filtro percolador primario 1 Presente Presente Presente Presente 4
Filtro percolador primario 2 Presente Presente Presente Presente 4
Filtro percolador primario 3 Presente Presente Presente Presente 4
Camara 7 Presente Presente Presente Presente 4
Filtro percolador secundario = Presente Presente Presente Presente 4
1
Filtro percolador secundario  Presente Presente Presente Presente 4
2

Camara 5 Presente Presente Presente Presente 4
Sedimentador secundario 1 Presente Presente Presente Presente 4
Sedimentador secundario 2 Presente Presente Presente Presente 4
: g Sin Sin Sin Sin 4

Camara de cloracion - o o o

crecimiento = crecimiento crecimiento crecimiento

Sin Sin Sin Sin 4

Efluente .. .. o ..

crecimiento =~ crecimiento crecimiento crecimiento

TOTAL 64

Las colonias caracteristicas que presenta Enterococcus spp. fueron seleccionadas al azar
de los 4 muestreos, para luego ser identificadas por el sistema Api 20Strep; se identificod las 25
colonias aisladas al azar como M (muestra) 1 a la muestra 25 (M25) seguido del punto donde se

aisld. Obteniendo los siguientes resultados en la tabla N°5.
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TABLA N° 5. Resultados de las 25 galerias del kit Api 20 strep.

Muestra

E. faecalis

\

M1 (Afluente)
M2 (Afluente)
M3 (Afluente)
M4 (Sed. Prim. 1)
MS (Sed. Prim. 1)
M6 (Sed. Prim. 2)
M7 (Sed. Prim. 2)
M8 (Filtro perc. Prim. 1)
M0 (Filtro perc. Prim. 1)
M10 (Filtro perc. Prim. 2)
M11 (Filtro perc. Prim. 2)
M12 (Filtro perc. Prim. 3)
M13 (Filtro perc. Prim. 3)
M14 (Filtro perc. Sec. 1)
M15 (Filtro perc. Sec. 1)
M16 (Filtro perc. Sec. 2)
M17 (Filtro perc. Sec. 2)
M18 (Sed. Sec. 1)
M19 (Sed. Sec. 1)
M20 (Sed. Sec. 1)
M21 (Sed. Sec. 1)
M22 (Sed. Sec. 2)
M23 (Sed. Sec. 2)
M24 (Sed. Sec. 2)

M25 (Sed. Sec. 2)

E. faecium

E. gallinarum

E. avium
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TABLA N°6. Resultado de identificacion de Enterococcus spp. en la linea de liquidos

de la planta de tratamiento de aguas residuales San Jeronimo-Cusco.

(Nimero de

Enterococos cepas) %
N
Enterococcus faecalis 11 44
Enterococcus faecium 5 20
Enterococcus gallinarum 6 24
Enterococcus avium 3 12
Total 25 100

FIGURA N°12. Resultados de Enterococcus spp. aislados de la linea de liquidos de la

planta de tratamiento de aguas residuales de San Jerénimo.

Como se observa en la tabla N°6 y figura N°12 se demostrd existencia de enterococos en
la linea de liquidos de la planta de tratamiento de aguas residuales de San Jeronimo con una mayor
predominancia de Enterococcus faecalis con 44% frente a las demads especies; observando asi una
similitud con el trabajo realizado por Sota A. y colaboradores (2023) donde aislaron cepas de
Enterococcus faecalis en muestras de agua del humedal de Huasao — Cusco.
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Igualmente Pucciarelli y colaboradores (2014), hicieron analisis de aguas del arroyo
Vicario en la ciudad de Posadas — Argentina en el cual identificaron cepas de Enterococcus faecalis
encontrando similitud con el presente trabajo donde se aisld6 muchas cepas de enterococos entre

ellas Enterococcus faecalis.

Se demostro la presencia de Enterococcus faecalis en mayor porcentaje en la linea de
liquidos de la planta de tratamiento de aguas residuales San Jeronimo — Cusco, comparando con
el trabajo de Coral, (2014), donde obtuvo recuentos altos de Enterococcus faecalis entre el periodo

de estiaje y lluvias.

Al igual que Méndez y colaboradores (2010) analizaron muestras de agua residual en la

cual obtuvieron recuentos elevados de enterococos, el mas alto de ellos 1.1 x 107 UFC/100ml.

Se identificaron cepas de Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, Enterococcus
gallinarum y Enterococcus avium; al igual que Chiroles y colaboradores (2007) lograron aislar en

muestras del rio Almendares cepas de Enterococcus faecalis y Enterococcus faecium.
3.3 Aislamiento e identificacion de Enterobacterias.

Se identificaron enterobacterias mediante pruebas bioquimicas en todos los puntos de

muestreo excepto en la cdmara de cloracion y el efluente (Anexo N°16).
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TABLA N°7. Resultados del aislamiento de Enterobacterias en la linea de liquidos

de la planta de tratamiento de aguas residuales San Jeronimo — Cusco.

Especies Numero %
Escherichia coli 28 46.7
Klebsiella pneumoniae 14 23.3
Shigella sp. 6 10
Enterobacter sp. 6 10
Salmonella typhi 4 6.67
Yersinia sp. 2 3.33
TOTAL 60 100

De las pruebas bioquimicas se obtuvo 6 especies de enterobacterias, de las cuales se aislo
28 cepas de Escherichia coli, 4 cepas de Salmonella typhi, 14 cepas de Klebsiella pneumoniae, 6
cepas de Shigella sp., 6 cepas de Enterobacter sp. y 2 cepas de Yersinia sp. (Tabla N°7). Para

posteriormente realizar sus pruebas de susceptibilidad antimicrobiana.

Demostrando que Escherichia coli es la bacteria mas predominante entre las demas debido

a que las aguas residuales no son solo de origen industrial, si no también urbano.

En la figura N°13 se observan los resultados de las enterobacterias aisladas de la linea de

liquidos de la planta de tratamiento de San Jerénimo.
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FIGURA N°13. Resultados de las enterobacterias aisladas en la linea de liquidos de

la planta de tratamiento de aguas residuales San Jeronimo - Cusco.

Se observa mayor presencia de Escherichia coli, encontrando asi una similitud con el
trabajo de Sota A. y colaboradores (2023) donde lograron aislar Escherichia coli en todos los

puntos de muestreo del humedal de Huasao — Cusco.

Chavez y De la Cruz (2023) aislaron E. coli, Serratia sp., Klebsiella sp., Citrobacter sp.,
Providencia sp., Proteus sp., Salmonella sp.; también en el trabajo realizado por Tellez y
colaboradores (2023) donde lograron aislar cepas de Escherichia coli, Citrobacter freundii,
Klebsiella pneumoniae y Enterobacter cloacae encontrando en comun la presencia de Escherichia
coli, Klebsiella y Salmonella en la linea de liquidos de la planta de tratamiento de aguas residuales

San Jeronimo.
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Igualmente Smith H. y colaboradores (2021) evidenciaron presencia de coliformes totales,
coliformes termotolerantes y Escherichia coli en muestras de agua subterranea del AAHH Villa

Cruz en Iquitos.

Lezama (2018) aislo de muestras de agua en Trujillo cepas de Escherichia coli, Klebsiella,
Citrobacter y Serratia, encontrando similitud con el presente trabajo donde se logro aislar cepas

de Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae.

En totalidad se logro aislar 6 cepas de enterobacterias las cuales son Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Salmonella typhi, Yersinia sp., Enterobacter sp. y Shigella sp.: como en
el trabajo realizado por Clemente (2018) donde aislo cepas de Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae., Salmonella sp., Enterobacter cloacae y Shigella sp. en el afluente de la planta de

tratamiento de aguas residuales San Jeronimo.

En el trabajo de investigacion de Amado (2017) donde hicieron analisis de aguas para
regadio y bebida de animales en Majes — Arequipa, también encontraron presencia de Escherichia
coli en todos los puntos de muestreo, seguido de Enterobacter sp. que solo estuvo presente en 6

puntos de muestreo.

Chiroles y colaboradores (2007) también hallaron una mayor presencia de Escherichia coli
en muestras de agua de rio que presentaban tributarios como aguas residuales, E. coli fue la cepa
mas aislada con 69.7%, seguido de Klebsiella pneumoniae con 9.7% encontrando asi gran
similitud con el presente trabajo de investigacion donde se obtuvo una mayor presencia de

Escherichia coli seguido de Klebsiella pneumoniae.
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3.3.1 Susceptibilidad antimicrobiana de enterobacterias.

En las siguientes tablas se observa la susceptibilidad antimicrobiana de las 6 cepas de

enterobacterias frente a 8 antibiodticos.

TABLA N°8. Susceptibilidad antimicrobiana: Escherichia coli.

Escherichia coli

ANTIBIOTICO N
(Numero %
de cepas)
Ampicilina 24 85.71
Cefotaxima 26 92.86
Cloranfenicol 26 92.86
Trimetoprim
sulfametoxazol 25 89.29
Gentamicina 24 85.71
Ciprofloxacino 28 100
Imipenem 28 100
Amox-Ac. clavulanico 0 0

FIGURA N°14. Susceptibilidad antimicrobiana de Escherichia coli.

Escherichia coli
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En la tabla N°8 se observa que Escherichia coli es susceptible en mas del 85% a la
ampicilina, cefotaxima, cloranfenicol, trimetoprim-sulfametoxazol, gentamicina, ciprofloxacino e
imipenem, igualmente se observa (ANEXO N°18) que el 100% de las cepas aisladas presentaron

resistencia a la amoxicilina - acido clavulénico.

Igualmente Chavez y De la Cruz (2023) aislaron E. coli, Serratia sp., Klebsiella sp.,
Citrobacter sp., Providencia sp., Proteus sp., Salmonella sp., siendo E. coli sensible a imipenem,

trimetoprim y ofloxacino.

Costa, C. (2021) aisl6 cepas de E. coli donde el 100% de cepas fue sensible a la ampicilina,
encontrando una similitud con el presente estudio donde se evidencid que E. coli fue sensible a la

ampicilina en un 85,71% de las cepas aisladas.

Como mencionan Martinez y Villalobos (2008) en su trabajo realizado, E. coli present6 en
mas del 50% susceptibilidad frente al cloranfenicol, cefotaxima y trimetoprim- sulfametoxazol; lo
cual se asemeja con el presente trabajo, en el cual E. coli presentd una susceptibilidad al

cloranfenicol y cefotaxima en un 92,86% y trimetoprim sulfametoxazol en un 89,29%.
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TABLA N°9. Susceptibilidad antimicrobiana: Klebsiella pneumoniae.

Klebsiella pneumoniae

ANTIBIOTICO N
(Numero
de cepas)

Ampicilina 14

Cefotaxima 11

Cloranfenicol 12
Trimetoprim
sulfametoxazol 10
Gentamicina 14
Ciprofloxacino 14
Imipenem 14
Amox-Ac. clavulanico 0

%

100
78.57
87.72

71.43

100

100

100

FIGURA N°15. Susceptibilidad antimicrobiana de Klebsiella pneumoniae.

Klebsiella pneumoniae
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En la tabla N° 9 se observa que Klebsiella pneumoniae fue susceptible en un 100% a la
ampicilina, gentamicina, ciprofloxacino e imipenem, 78.57 % a la cefotaxima, 85.72% al
cloranfenicol, 71.43% al trimetoprim-sulfametoxazol. Igualmente se observd (ANEXO N°18)
resistencia del 100% de cepas aisladas de Klebsiella pneumoniae a amoxicilina — acido

clavulanico.

Observando similitud con el trabajo realizado por Chéavez y De la Cruz (2023) donde

aislaron Klebsiella sp., siendo ésta sensible a imipenem y ofloxacino.

TABLA N°10. Susceptibilidad antimicrobiana: Shigella sp.

) Shigella sp.
ANTIBIOTICO N
(Numero %
de cepas)
Ampicilina 5 83.33
Cefotaxima 6 100
Cloranfenicol 0 0
Trimetoprim
sulfametoxazol 6 100
Gentamicina 6 100
Ciprofloxacino 6 100
Imipenem 6 100
Amox-Ac. clavuldnico 0 0
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FIGURA N°16. Susceptibilidad antimicrobiana de Shigella sp.

Shigella sp.

En la tabla N° 10 se observa que Shigella sp. presentd susceptibilidad en un 100% a la
cefotaxima, trimetoprim-sulfametoxazol, gentamicina, ciprofloxacino e imipenem; 83.33% a la
ampicilina. También se observo (ANEXO N°18) un 100% de resistencia de las cepas aisladas a

amoxicilina - 4cido clavulanico.

TABLA N°11. Susceptibilidad antimicrobiana: Enterobacter sp.

Enterobacter sp.

. N
ANTIBIOTICO (Niumero de %
cepas)
Ampicilina 6 100
Cefotaxima 6 100
Cloranfenicol 6 100
Trimetoprim 0 0
sulfametoxazol
Gentamicina 6 100
Ciprofloxacino 6 100
Imipenem 6 100
Amox-Ac. clavulanico 0 0
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FIGURA N°17. Susceptibilidad antimicrobiana de Enterobacter sp.

Enterobacter sp.

En la tabla N° 11 se observa que Enterobacter sp. present6 susceptibilidad en un 100% a
la ampicilina, cefotaxima, cloranfenicol, gentamicina, imipenem Yy ciprofloxacino; también se
pudo observar (ANEXO N°18) que el 100% de cepas aisladas fueron resistentes al trimetoprim
sulfametoxazol y a amoxicilina — acido clavulanico, comparando con el trabajo realizado por
Soriano y colaboradores (2021) donde Enterobacter sp. presentd resistencia al acido clavulénico,
igualmente se halla otra similitud con el trabajo del autor ya mencionado donde Enterobacter

cloacae presento sensibilidad a gentamicina, imipenem y ciprofloxacino.
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TABLA N°12. Susceptibilidad antimicrobiana: Salmonella typhi.

Salmonella typhi
ANTIBIOTICO N
(Numero %
de cepas)
Ampicilina 4 100
Cefotaxima 3 75
Cloranfenicol 4 100
Trimetoprim
sulfametoxazol 2 S0
Gentamicina 0 0
Ciprofloxacino 4 100
Imipenem 4 100
Amox-Ac. clavulanico 0 0

FIGURA N°18. Susceptibilidad antimicrobiana de Salmonella typhi.

Salmonella typhi
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Como se observa en la tabla N° 12 Salmonella typhi presentd susceptibilidad 100% a la
ampicilina, cloranfenicol, ciprofloxacino e imipenem, 75% a la cefotaxima y 50% al trimetoprim-
sulfametoxazol. También se observa (ANEXO N°18) que presentd resistencia en un 100% a

gentamicina y amoxicilina - 4cido clavulanico y en un 50% al trimetoprim sulfametoxazol.

Observando similitud con el estudio realizado por Lukas, M. (2011) donde aisl6 cepas de
Salmonella typhi donde present6 sensibilidad en un 96% al cloranfenicol y cefotaxima, en 93,33%

sensibilidad a ampicilina y al ciprofloxacino en 82,67%.

Igualmente Chavez y De la Cruz (2023) aislaron Salmonella sp., siendo ésta sensible a

imipenem y trimetoprim.

TABLA N°13. Susceptibilidad antimicrobiana: Yersinia sp.

Yersinia sp.
ANTIBIOTICO N
(Namero %
de cepas)
Ampicilina 0 0
Cefotaxima 1 50
Cloranfenicol 0 0
Trimetoprim
sulfametoxazol 2 100
Gentamicina 2 100
Ciprofloxacino 2 100
Imipenem 2 100
Amox-Ac. clavulanico 0 0
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FIGURA N°19. Susceptibilidad antimicrobiana de Yersinia sp.

Yersinia sp.

Como se observa en la tabla N° 13 Yersinia sp. presentdé 100% de sensibilidad al
trimetoprim-sulfametoxazol, gentamicina, ciprofloxacino e imipenem y finalmente 50% de
sensibilidad a la cefotaxima. Igualmente se observa (ANEXO N°18) resistencia en un 100% de
cepas aisladas a la ampicilina y en 50% al cloranfenicol; resistencia intermedia en 100% a la

amoxicilina - acido clavulanico y en 50% a la cefotaxima y cloranfenicol.

Observando similitud con el estudio realizado por Soriano y colaboradores (2021) donde
demostrd que Yersinia enterocolitica aislada de efluentes hospitalarios presentd sensibilidad a
ciprofloxacino, gentamicina, imipenem y trimetoprim sulfametoxazol; donde también presento

resistencia intermedia a acido clavulanico.
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CONCLUSIONES

1. No se encontr6 presencia de Vibrio sp. en la linea de liquidos de la Planta de tratamiento

de aguas residuales de San Jerénimo.

2. De un total de 25 cepas de enterococos, 11 cepas son Enterococcus faecalis (44%), 6 cepas
Enterococcus gallinarum (24%), 5 cepas Enterococcus faecium (20%) y 3 cepas Enterococcus
avium (12%) aisladas en la linea de liquidos de la planta de tratamiento de aguas residuales San

Jerénimo.

3. Se determino la presencia de enterobacterias, aislando 60 cepas entre las cuales tenemos:
28 cepas de Escherichia coli (46.7%), 14 cepas de Klebsiella pneumoniae (23.3%), 6 cepas de
Shigella sp. (10%), 6 cepas de Enterobacter sp. (10%), 4 cepas de Salmonella typhi (6.67%) y

finalmente 2 cepas de Yersinia sp. (3.33%).

4. Las enterobacterias aisladas de la linea de liquidos de la planta de tratamiento de aguas
residuales presentaron susceptibilidad a los antibidticos: Escherichia coli, Salmonella typhi,
Klebsiella pneumoniae, Shigella sp., Yersinia sp. y Enterobacter sp. presentaron susceptibilidad
enun 100% a ciprofloxacino e imipenem; Salmonella typhi, Klebsiella pneumoniae 'y Enterobacter
sp. presentaron susceptibilidad en un 100% a la ampicilina; Klebsiella pneumoniae, Shigella sp.,
Yersinia sp. y Enterobacter sp. presentaron susceptibilidad en un 100% a la gentamicina;
Salmonella typhi y Enterobacter sp., presentaron susceptibilidad en un 100% al cloranfenicol;
Shigella sp. y Enterobacter sp. presentaron susceptibilidad en un 100% a la cefotaxima; Shigella
sp. y Yersinia sp. presentaron susceptibilidad en un 100% al trimetoprim sulfametoxazol;
Escherichia coli fue susceptible en 92.86% a cefotaxima y cloranfenicol, en 89.29% a trimetoprim

sulfametoxazol y en 85.71% a ampicilina y gentamicina; Salmonella typhi fue susceptible en 75%
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a la cefotaxima y 50% a trimetoprim sulfametoxazol; Klebsiella pneumoniae fue susceptible en
85.72% a cloranfenicol, en 78.57% a la cefotaxima y 71.43% a trimetoprim sulfametoxazol;
Shigella sp. fue susceptible en 83.33% a la ampicilina y finalmente Yersinia sp. fue susceptible en

50% a la cefotaxima.
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RECOMENDACIONES

1. Realizar pruebas moleculares para una identificacion de bacterias patdgenas.

2. Es necesario realizar estudios de investigacion de control de calidad de aguas residuales
que luego seran devueltas a un cuerpo de agua, ya que se puede observar la presencia de
microorganismos resistentes de antibioticos, siendo este un problema para la salud publica ya que
las aguas del rio Huatanay son utilizadas por muchos agricultores para el riego de sus hortalizas,

mismas que posteriormente son comercializadas en centros de abastos.

3. Se recomienda hacer ensayos mas repetitivos y en distintas épocas del afio debido al

incremento del caudal en épocas de lluvias en la ciudad del Cusco.

4. Es de vital importancia realizar charlas de un mejor y adecuado lavado de hortalizas en los
hogares, ya que, si se determinara en préximas investigaciones la presencia de algun
microorganismo patdogeno en éstos, debido al riego con aguas contaminadas seria un grave

problema para la salud.
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ANEXO N° 1. Solicitud de permiso de ingreso para toma de muestras a la planta de

tratamiento de aguas residuales de San Jeronimo.

90



ANEXO N°2. Toma de muestras de la linea de liquidos de la PTAR San Jeronimo.
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ANEXO N°3. Diluciones y siembra en agares selectivos para Enterobacterias.
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ANEXO N°4. Enriquecimiento para Vibrio sp. y siembra en agar TCBS.
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ANEXO N° 5. Enriquecimiento en caldo Azida y siembra en agar bilis esculina para

determinar Enterococcus spp.
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ANEXO N°6. Identificacion de Enterococcus spp. mediante el kit Api 20 Strep.

Enterococcus faecalis

Enterococcus faecium

Enterococcus gallinarum

Enterococcus avium
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ANEXO N°7. Crecimiento de Enterobacterias en agares selectivos.
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ANEXO N°8. Caracterizacion de colonias tipicas de Enterobacterias.

AGAR ENDO

AGAR BPLS

AGAR MAC
CONKEY

Escherichia coli

Colonias circulares de
borde entero, consistencia
cremosa y de color rosado

con brillo metalico.

Colonias circulares de
borde entero,
consistencia cremosa y

de color amarillo.

Colonias circulares de
borde entero,
consistencia cremosa y

de color rosado intenso.

Klebsiella

pneumoniae

Colonias circulares de
borde entero, mucoides,
consistencia cremosa y de

color rosa palido.

Colonias circulares de
borde entero, mucoides,
consistencia cremosa y

de color rosado.

Salmonella typhi

Colonias circulares de
borde entero,
consistencia cremosa y

de color rosado.

Colonias incoloras
circulares de borde
dentado y de

consistencia cremosa.

Enterobacter sp.

Colonias circulares de
borde entero, consistencia
cremosa y de color rosa
palido con centro rosado

intenso.

Colonias circulares de
borde entero,
consistencia cremosa y
de color rosa palido con

centro rosado intenso.

Shigella sp.

Colonias circulares de
borde entero, mucoides,
consistencia cremosa y de

color rosado.

Colonias circulares de
borde ondulado,
consistencia cremosa y
de color amarillo

translucido.

Yersinia sp.

Colonias incoloras con
centro rojizo, circulares
de borde entero,
elevacion plana y de

consistencia cremosa.
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ANEXO N° 9. Identificacion bioquimica de Enterobacterias.

Escherichia coli

Salmonella typhi

Klebsiella pneumoniae

Enterobacter sp.

Yersinia sp.

Shigella sp.
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ANEXO N° 10. Crecimiento de colonias en agar TCBS.

ANEXO N° 11. Crecimiento de colonias tipicas de enterococos en agar bilis esculina.
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ANEXO N° 12. Antibiograma para Enterobacterias aisladas.
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ANEXO N°13. Presencia de Enterococcus spp. en las 25 cepas aisladas.

2 S : S
Muestreo S 3 g = g
L 8 3 5 F

S SRR

=

Mo 3 | 0 0| 2| 5
- 5 12 0 8
M > 2 [ 1T [ 1] 6
M 12 3 0 6
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ANEXO N°14. Resultados de las 4 especies identificadas con el Kit API 20Strep.

PB
VP | HIP | ESC | PYRA | Agal | BGUR | BGAL | PAL | LAP | ADH
[ESPECIE
e e L " 7/ i TV I
T Tacci
faechm 4+ |+ - A /A S S
E.
gallinarum + + + +/- - - + - + +
E. avium
+ + + + - - + + + +
PB
RIB ARA | MAN SOR LAC TRE INU RAF AMD | GLYG
ESPECIE
E. faecalis i ) + _ T T _ ) n )
Z -
faecium n ) n n + + _ ) n )
E.
gallinarum - - - - + + - - - -
. aviam T T e e e e

103



ANEXO N°15.Resultados obtenidos de la identificacion bioquimica de colonias tipicas de

Enterobacterias aisladas de la linea de liquidos de la planta de tratamiento de aguas

residuales San Jeronimo.

MICROORGANISMOS TSI GAS | H2S | LIA INDOL | ORNITINA | MOVILIDAD | CITRATO
Escherichia coli A/A + - K/K + + + -
Salmonella typhi. K/A - + K/K - + + -

Shigella sp. K/A - - K/A +/- - - -
Enterobacter sp. A/A + - K/K - + + +
Klebsiella pneumoniae A/A + - K/K - - - +
Yersinia sp. A/A - - K/K +/- + - -
ANEXO N°16. Resultados del aislamiento de Enterobacterias en la linea de liquidos de la
planta de tratamiento de aguas residuales San Jeronimo — Cusco durante los 4 muestreos.
S
=
Muestreos | ler muestreo | 2do muestreo | 3er muestreo | 4to muestreo g
=]
Especies &
Escherichia coli 28 30 25 27 28
Klebsiella pneumoniae 16 10 13 18 14
Shigella sp. 10 3 5 7 6
Enterobacter sp. 6 2 5 11 6
Salmonella typhi 6 1 4 4 4
Yersinia sp. 3 0 1 3 2
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ANEXO N° 17. Resultado de identificacion de Enterobacterias en los distintos puntos de

muestreo de la planta de tratamiento de aguas residuales San Jeronimo-Cusco.

Punto

Afluente)

Camara primaria
Sedimentador primario 1
Sedimentador primario 2

Camara 3
Filtro percolador primario 1
Filtro percolador primario 2
Filtro percolador primario 3
Camara 7
Filtro percolador secundario 1
Filtro percolador secundario 2
Camara 5
Sedimentador secundario 1

Sedimentador secundario 2

Escherichia coli

Klebsiella
pneumoniae

DN N NEE N N

Shigella sp.

DI N N N

Enterobacter sp.

<

Salmonella tyhpi

AN

Yersinia sp.
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ANEXO N°18. Resultados de la técnica de Kirby Bauer en las Enterobacterias aisladas en

la linea de liquidos de la planta de tratamiento de aguas residuales San Jeronimo — Cusco.

BACTERIAS Escherichia coli Salmonella typhi Klebsiella pneumoniae
S I R S 1 R S I R
ANTIBIOTICO N % | N % | N % N| % N| % N| % [N % | N % N| %
Ampicilina 241 85.71] 1 35713 10.72] 4| 100 14 100
Cefotaxima 26 | 92.86 2 7141 31|75 1 25 |11 78.57| 3| 21.43
Cloranfenicol | 26 | 92.86| 1 3571 357 41 100 12 8572 1| 7.14| 1| 7.14
Trimetoprim | 55 | g9 99| 1 | 357|2 | 7.14| 2|50 2| 50 |10 | 71.43| 3| 21.43] 1] 7.14
sulfametoxazol
Gentamicina | 24 | 85.71| 2 7.14| 2 7.14 41 100 |14 100
Ciprofloxacino | 28 | 100 41100 14 100
Imipenem 28 | 100 41100 14 100
Amox- acid. 28 | 100 4 100 14| 100
clavulanico
BACTERIAS Shigella sp. Yersinia sp. Enterobacter sp.
S 1 R S 1 R S I R
Ampicilina 518333 1] 16.67 21 100 6] 100
Cefotaxima 6| 100 1 50 1 50 6| 100
Cloranfenicol 6 100 1 50 1 50 6| 100
Trimetoprim |~ )5 2| 100 6 | 100
sulfametoxazol
Gentamicina 6| 100 21 100 6 | 100
Ciprofloxacino 6| 100 2| 100 6 | 100
Imipenem 6| 100 21 100 6 | 100
Amox- acid. 6 100 2 | 100 6| 100
clavulanico
S: Sensible  I: Intermedio  R: Resistente N: Numero
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ANEXO N°19. Tabla de halos de inhibicion CLSI (2017-2018).

107



108



