UNIVERSIDAD
NACIONAL DEL ALTIPLANO TESIS EPG UNA - PUNO

il Repositorio Institucional

UNIVERSIDAD NACIONAL DEL ALTIPLANO
ESCUELADE POSGRADO
DOCTORADOEN CIENCIA, TECNOLOGIA Y MEDIO
AMBIENTE

<= <

ONV1dILTY

g
a
(7]
&
w
>
z
=

TESIS
IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION DE RESIDUOS DE ANTIBIOTICOS
Y EVALUACION DE LA RESISTENCIA MICROBIANAA
ANTIBIOTICOS EN AGUAS DEL RIO HUATANAY, CUSCO

PRESENTADA POR:
TATIANADEL CASTILLODE LOAYZA
PARA OPTAR EL GRADO ACADEMICODE:

DOCTOR EN CIENCIA, TECNOLOGIAY MEDIO AMBIENTE

PUNO, PERU
2022

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesis



UNIVERSIDAD
NACIONAL DEL ALTIPLANO TESIS EPG UNA - PUNO

il Repositorio Institucional

UNIVERSIDAD NACIONAL DEL ALTIPLANO
ESCUELA DE POSGRADO

DOCTORADO EN CIENCIA TECNOLOGIA Y MEDIO
AMBIENTE

TESIS

IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION DE RESIDUOS DE ANTIBIOTICOS

Y EVALUACION DE LA RESISTENCIA MICROBIANA A
ANTIBIOTICOS EN AGUAS DEL RiO HUATANAY, CUSCO
PRESENTADA POR:

TATIANA DEL CASTILLO DE LOAYZA
PARA OPTAR EL GRADO ACADEMICO DE:

DOCTOR EN CIENCIA TECNOLOGIA Y MEDIO AMBIENTE

APROBADA POR EL JURADO SIGUIENTE:

PRESIDENTE

PRIMER MIEMBRO

SEGUNDO MIEMBRO

ASESOR DE TESIS

Puno, 20 de octubre del 2022

AREA: Ciencias Biologicas y ambientales
TEMA: Identificacion y cuantificacion de residuos de antibidticos y evaluacion de la resistencia
microbiana a antibidticos en aguas del rio Huatanay, Cusco

LINEA: Contaminacién ambiental

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadan

ente esta tesis



UNIVERSIDAD
NACIONAL DEL ALTIPLANO TESIS EPG UNA - PUNO

Repositorio Institucional

DEDICATORIA

Al Divino hacedor y su Reyna madre mi inspiracion; y a mis padres.
Con infinito amor a mis hijos Stephanie, Luis y a mi esposo José Luis.

Con profundo carifio, en memoria de Edilberto Yafiez Herbozo.

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesis



UNIVERSIDAD
NACIONAL DEL ALTIPLANO TESIS EPG UNA - PUNO

Repositorio Institucional

AGRADECIMIENTOS

Expreso mi sincero agradecimiento al Dr. Franz Zirena Vilca, Asesor de esta tesis por
toda la ayuda, ensefianzas y apoyo incondicional que me ha brindado para la realizacion
de esta investigacion.

Al Dr. Luis Kanashiro Chinen, por su valiosa contribucion representando al Laboratorio
Medifarma. S.A.

Al Qco. Jorge Choquenaira Pari, por su ayuda y soporte técnico en los ensayos
cromatograficos.

A todos los docentes que me formaron y ensefiaron.

Al Gerente de SEDA QOSQO y personal del laboratorio de planta en la PTAR Cusco,
por permitirme el acceso a las instalaciones para realizar los estudios y facilitarme todos
los datos necesarios.

A la Dra. Ingrid Maldonado por su invaluable ayuda en la tltima etapa de este trabajo, y

a mi familia y amigos, por estar siempre conmigo en los buenos y malos momentos.

repositorio.unap.edu.pe
0 olvide ydecuadamente esta tes



UNIVERSIDAD
NACIONAL DEL ALTIPLANO TESIS EPG UNA - PUNO

g Repositorio Institucional

INDICE GENERAL

Pag.
DEDICATORIA i
AGRADECIMIENTOS i
INDICE GENERAL i
INDICE DE TABLAS vii
INDICE DE FIGURAS viii
INDICE DE ANEXOS iX
RESUMEN X
ABSTRACT Xi
INTRODUCCION 1
CAPITULOI

REVISION DE LITERATURA
1.1 Marco tedrico 3
1.1.1 Contaminantes Emergentes 3
1.1.2 Antibi6ticos 4
1.1.3 Tipos de antibidticos 5
1.1.3.1 De acuerdo a la interaccion germen-antibiotico. 5
1.1.3.2 Segun el espectro de accion 5
1.1.3.3 Seguln el mecanismo de accion: 6
1.1.4 Efecto de los antibidticos sobre la comunidad bacteriana 6
1.1.5 Resistencia bacteriana 7
1.1.6 Cromatografia Liquida de Alta Resolucion HPLC 9
1.1.6.1 Principios de la técnica 9
1.1.6.2 Campos de Aplicacion de HPLC 9
1.1.7 Antibioticos de mayor uso por la poblacion 10

1.1.8 Contaminacion de los rios con residuos de antibiéticos contenidos en las

aguas residuales 10

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesis
I —



UNIVERSIDAD
NACIONAL DEL ALTIPLANO TESIS EPG UNA - PUNO

g Repositorio Institucional

1.1.9 Eficiencia de las plantas de tratamiento en la remocion de residuos de

antibioticos 10
1.2 Antecedentes 11
1.2.1 Residuos de antibidticos presentes en aguas residuales 11

1.2.2 Contaminacion de aguas superficiales con residuos de antibioticos por
vertidos de aguas residuales 13

1.2.3 Presencia de bacterias resistentes a antibioticos en aguas residuales 15
CAPITULO Il

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

2.1 Identificacién del problema 18
2.1.1 Enunciado del problema 19
2.1.1.1 Problema General 19

2.1.1.2 Problemas Especificos 19

2.2 Justificacion 19
2.3 Objetivos 20
2.3.1 Objetivo general 20
2.3.2 Objetivos especificos 20

2.4 Hipotesis 21
2.4.1 Hipotesis general 21
2.4.2 Hipdtesis especificas 21

CAPITULO I

MATERIALES Y METODOS

3.1 Lugar de estudio 22
3.2 Caracteristicas de la planta 23
3.3 Poblacion 24
3.4 Muestra 24
3.4.1 Tipo de muestreo: 24
3.4.2 Unidad de analisis: 24

3.5 Método de investigacion 25
iv

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesis
I —



» UNIVERSIDAD
NACIONAL DEL ALTIPLANO TESIS EPG UNA - PUNO

Repositorio Institucional

3.5.1 Tipo de investigacion 25

3.6 Descripcion de métodos por objetivos especificos 25
3.6.1 Identificacion y cuantificacion de residuos de antibidticos 25
3.6.1.1 Toma de muestras de aguas residuales: 25
3.6.1.2 Analisis por cromatografia liquida 26

3.6.2 Evaluar la sensibilidad o resistencia de las cepas aisladas del rio Huatanay

de E. coli; Salmonella tiphy y Klebsiella pneumoniae frente a antibiéticos

encontrados mediante andlisis microbioldgicos 28
3.6.2.1 Preparacion de muestras 28
3.6.2.2 Pruebas de confirmacion de E coli 29
3.6.2.3 Pruebas de deteccion e identificacion de Salmonella tiphy 29
3.6.2.4 Pruebas de deteccion e identificacion de Klebsiella Pneumoniae 30
3.6.2.5 Antibiograma 30

3.6.3 Analisis estadistico 31

CAPITULO IV

RESULTADOSY DISCUSION

4.1 ldentificar y cuantificar residuos de antibi6ticos en aguas del rio Huatanay Cusco
pre y pos tratamiento en la PTAR, mediante la técnica de cromatografia liquida de alta
resolucion HPLC 32

4.2 Evaluar la sensibilidad o resistencia de las cepas aisladas del rio Huatanay de E.

coli; Salmonella tiphy y Klebsiella pneumoniae frente a antibiéticos encontrados

mediante analisis microbioldgicos. 37
4.2.1 Variaciones en la susceptibilidad a antibidticos encontrados en el rio
Huatanay de la cepa Escherichia coli 37
4.2.2 Variaciones en la susceptibilidad a antibidticos encontrados en el rio
Huatanay de la cepa Salmonella sp. 41
4.2.3 Variaciones en la susceptibilidad a antibidticos encontrados en el rio

Huatanay de la cepa Klebsiella sp. 43
4.3 Pardmetros fisicoquimicos del afluente y efluente de la planta de tratamiento 45

4.4 Impactos en la salud humana, producidos por los residuos de antibidticos en aguas

del rio Huatanay, opinion de expertos 46

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesi
I



» UNIVERSIDAD
NACIONAL DEL ALTIPLANO TESIS EPG UNA - PUNO

Repositorio Institucional

4.5 Influencia de la planta de tratamiento de aguas residuales del rio Huatanay, San

Jerénimo Cusco, segn opinion de expertos 48
CONCLUSIONES 51
RECOMENDACIONES 52
BIBLIOGRAFIA 53
ANEXOS 65

Vi

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesis



» UNIVERSIDAD
NACIONAL DEL ALTIPLANO TESIS EPG UNA - PUNO

Repositorio Institucional

INDICE DE TABLAS

1. Presencia de antibidticos y analisis del Test de Wilcoxon en aguas residuales en
la planta de tratamiento de la ciudad de Cusco. 33
2. Caracteristicas fisicoquimicas de antibioticos hallados en muestras de agua
residual de la planta de tratamiento de la ciudad de Cusco. 37
3. Susceptibilidad de Escherichia coli, frente a antibiéticos hallados en las aguas
residuales de la ciudad de Cusco. 38
4. Susceptibilidad de Salmonella sp. frente a antibioticos hallados en el afluente de
las aguas residuales de la ciudad de Cusco. 41
5. Susceptibilidad de Klebsiella sp. frente a antibidticos hallados en el afluente de
las aguas residuales de la ciudad de Cusco. 44
6. Parametros fisicoquimicos de la calidad del agua en la planta de tratamiento de
Cusco. 45

vii

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesis
I —



» UNIVERSIDAD
NACIONAL DEL ALTIPLANO TESIS EPG UNA - PUNO

Repositorio Institucional

INDICE DE FIGURAS

1. Fuentes de contaminacion con residuos de antibioticos. Fuente: (Ben et al.,

2019). 5
2. Mecanismos de accion de los antibidticos contra las bacterias. Fuente: (Grenni et

al., 2018) 6
3. Mecanismos de transferencia horizontal de genes entre bacterias. Fuente:

(Cheng et al., 2020). 8
4. Ubicacion del area de estudio-la planta de tratamiento en el distrito de San

Jerénimo de la ciudad de Cusco y el rio Huatanay. 23
5. Esquema de muestreo en la zona de estudio 25
6. Concentracion de residuos de antibiéticos en el afluente y el efluente. 34
7. Eficiencia de la planta en la remocion de antibioticos. 36
8. Principales impactos de los residuos de antibi6ticos en el ambiente 47
9. Influencia de la planta de tratamiento de aguas residuales de la ciudad de Cusco

en la calidad de aguas del rio Huatanay. 49

viii

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesis
I —


file:///E:/INGRID/UNAM/Tatiana/Correcciones/correcciones%203/Tatiana%20del%20Castillo%20de%20Loayza.docx%23_Toc130459792
file:///E:/INGRID/UNAM/Tatiana/Correcciones/correcciones%203/Tatiana%20del%20Castillo%20de%20Loayza.docx%23_Toc130459792

» UNIVERSIDAD
NACIONAL DEL ALTIPLANO TESIS EPG UNA - PUNO

Repositorio Institucional

INDICE DE ANEXOS

1. a) Muestreo de aguas residuales y b) Rotulado de las muestras de agua en la
planta de tratamiento de la ciudad de Cusco. 66
2. a) Rotulado de las muestras para su adecuada identificacion. b) Muestra rotulada
67

3. Preparacion de las muestras para su traslado al laboratorio para su posterior
andlisis. 68

4. a) Andlisis de muestras en el laboratorio de la unsac de cusco. b) Depésito de las

muestras en los viales, previo al andlisis. 69
5. Picos cromatogréaficos de los antibiéticos analizados 70
6. a) Curva de calibracion para amoxicilina y b) lincomicina. 71
7. Analizando las muestras en el cromatografo 72
8. Parametros fisicoquimicos medidos en el afluente y efluente de la planta de

tratamiento de aguas residuales de la ciudad de Cusco. 73
9. Resultados de residuos de antibiéticos en el afluente de la planta de tratamiento

de aguas residuales de la ciudad de Cusco. 74
10. Resultados de residuos de antibidticos en el efluente de la planta de tratamiento

de aguas residuales de la ciudad de Cusco. 75

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesic
I



UNIVERSIDAD
NACIONAL DEL ALTIPLANO TESIS EPG UNA - PUNO

Repositorio Institucional

RESUMEN

Existe creciente interes por estudiar los residuos de antibioticos, debido a los riesgos que
representa su presencia en el ambiente. El objetivo del estudio fue identificar y cuantificar
los residuos de antibidticos y evaluar la resistencia bacteriana a ellos. Con este fin, se
recolect6 40 muestras para analizar los residuos de antibioticos y 12 muestras para evaluar
la resistencia bacteriana, durante los meses de abril a octubre, y se analizaron con métodos
de cromatografia liquida y métodos microbioldgicos estandarizados. Con los datos
obtenidos de residuos antibiéticos se aplico el Test de Wilcoxon y para los datos de
resistencia bacteriana se emple6 la T de student. Los resultados evidenciaron 6 residuos
de antibiéticos en el afluente (amoxicilina, lincomicina, trimetoprima, sulfametoxazol,
dicloxacilina y ceftriaxona) y 3 compuestos en el efluente (ceftriaxona, lincomicina y
dicloxacilina). De ellos, los que se hallaron en mayor concentracion fueron amoxicilina
(91495 y 0 pg/L) y lincomicina (33970 y 10800 pg/L); ambos en el afluente y efluente
respectivamente. Respecto a las bacterias; E. coli demostro resistencia en el efluente a
cefalexina y azitromicina. Respecto a Salmonella sp. fue resistente para amoxicilina,
dicloxacilina, lincomicina, ceftriaxona, cefalexina y ciprofloxacino. Finalmente, la
Klebsiella sp. fue sensible a amoxicilina, ceftriaxonay cefalexina. Concluyendo que las
aguas residuales de la ciudad de Cusco, contienen residuos de antibi6ticos; asimismo, el
tiempo de permanencia de las bacterias en la planta de tratamiento influy en el desarrollo
de resistencia bacteriana en muestras del efluente.

Palabras clave:

Aguas residuales, Residuos de antibidticos, Contaminacion, Resistencia Bacteriana.
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ABSTRACT

There is growing interest in studying antibiotic residues, due to the risks that their
presence in the environment represents. The objective of the study was to identify and
quantify antibiotic residues and to evaluate bacterial resistance to them. To this end, 40
samples of the effluent from the Cusco wastewater treatment plant that enters the
Huatanay River were collected to analyze antibiotic residues and 12 samples to evaluate
bacterial resistance, during the months of April to October, and analyzed by liquid
chromatography and standardized microbiological methods. With the data obtained from
antibiotic residues, the Wilcoxon test was applied and the bacterial resistance datawere
analyzed with the Student'st-test. The results showed 6 antibiotic residues in the effluent:
amoxicillin, lincomycin, trimethoprim, sulfamethoxazole, dicloxacillin and ceftriaxone
and 3 compounds: ceftriaxone, lincomycin and dicloxacillin in the effluent. Of these,
those found in the highest concentration were amoxicillin (91495 and 0 pg/L) and
lincomycin (33970 and 10800 pg/L), in the influent and effluent. respectively. Regarding
bacteria, E. coli showed resistance in the effluent to cephalexin and azithromycin. While
Salmonella sp. it was resistant to amoxicillin, dicloxacillin, lincomycin, ceftriaxone,
cephalexin, and ciprofloxacin. Finally, Klebsiella sp. was sensitive to amoxicillin,
ceftriaxone and cephalexin. We conclude that wastewater from the city of Cusco contains

antibiotic residues. Likewise, the residence time of the bacteria in the treatment plant
influenced the development of bacterial resistance in effluent samples.

Keywords: Wastewater, Antibiotic residues, Pollution, Bacterial resistance.
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INTRODUCCION

Los ecosistemas de agua dulce son cada vez mas afectados por la presencia de
contaminantes emergentes (CE) vertidos conjuntamente con las aguas residuales
(Almeida etal., 2017; Petrovic et al., 2013). Estos compuestos no solo degradan la calidad
de las aguas, sino también afectan a toda la comunidad biolégica presente en estos
ecosistemas debido a efectos directos e indirectos que ocasionan en los seres vivos
(Almeida et al., 2017). Uno de los grandes problemas que ocasionan es la generacion de
resistencia bacteriana en las bacterias locales (Cheng et al., 2020; Sorinolu et al., 2021).
Este hecho, junto con la presencia de residuos de antibiéticos representa riesgos para la
salud humana, considerando que estos recursos hidricos se usan para diversas actividades
como el regadio, acuicultura, incluso para el consumo humano, en tramos mas abajo de
la descarga de aguas residuales (Pan et al., 2014; Sorinolu et al., 2021). Esto representa
gran riesgo para la salud humana, debido a que estos compuestos pueden llegar a ser

consumidos a través de los alimentos y el agua de consumo (Carvalho & Santos, 2016)

El rio Huatanay es un curso de agua muy importante en la regién de Cusco, atraviesa la
ciudad, y es impactada por las actividades que en esta se realizan, tales como, el
vertimiento de residuos solidos y aguas residuales. Las aguas del rio Huatanay son
afluente de la cuenca del Rio Vilcanota, la misma que recorre varios distritos y centros
poblados, donde se desarrollan actividades principales: turismo, agricultura, acuicultura,
ganaderia, comercio (INGEMET, 2011), y recibe monitoreo de calidad por la DIGESA-
DIRESA-CUSCO en 15 sub estaciones a lo largo de su recorrido; de igual manera las
aguas residuales del rio Huatanay son aguas utilizadas en riego y pastoreo en las orillas
en la zona sur del Cusco , reciben tratamiento en una planta solo en un 60 a 70% de su
caudal, para luego ser vertidas nuevamente a su cauce, con la consiguiente contaminacion
(Nieto-Juarez et al., 2021). Por lo que se requiere de manera urgente, determinar los
residuos de antibidticos y las concentraciones que existen en el efluente de las aguas
residuales y en muestras de agua de este rio (Ferhi et al., 2016), a fin de que las
autoridades pertinentes tomen las medidas necesarias para la proteccion de la salud
humana.

El objetivo de este trabajo de investigacion fue identificar y cuantificar los residuos de
antibioticos en aguas del rio Huatanay Cusco pre y pos tratamiento en la planta de
tratamiento de aguas PTAR, mediante la técnica de cromatografia liquida de alta

1
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resolucion HPLC, y evaluar la sensibilidad o resistencia bacteriana mediante analisis
microbioldgicos. Este trabajo de investigacion pertenece al area de Ciencias Bioldgicas y

Ambientales, linea de Contaminaciéon Ambiental.
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CAPITULOI
REVISION DE LITERATURA
1.1 Marco tedrico
1.1.1 Contaminantes Emergentes

Los contaminantes emergentes (CE) es una denominacion que generalmente se utiliza
para referirse a sustancias de distinto origen y naturaleza quimica, cuya presencia en
el medio ambiente no se considera importante en términos dedistribucion y/o cantidad
(Petrovic et al., 2013), principalmente por el desconocimiento de su presencia en el
ambiente. No obstante, en estudios recientes estan siendo ampliamente detectadosy

tienen el potencial de ocasionar un impacto ecoldgico, asi como efectosadversos sobre
la salud (Carvalho & Santos, 2016; Stuart et al., 2012).

La caracteristica de estos grupos de contaminantes es que no necesitan estar
constantemente en el ambiente para causar efectos negativos, puesto que existe una
introduccion continua en el ambiente (Carvalho & Santos, 2016). Se ha establecido
que estos compuestos ingresan al ambiente a través de algunas fuentesy vias, tales
como aguas residuales de tipo doméstico e industrial (Daughton, 2004; Fent et al.,
2006), de restos derivados de plantas en los que se dan tratamiento a las aguas
residuales (Kolpin et al., 2002), de los efluentes hospitalarios (Kimmerer, 2001,
Loudermilk etal., 2022), de las actividadesagricolas y ganaderas (Petrovic etal., 2013;
Watanabe et al., 2010). Las plantas detratamiento convencionales deaguas residuales
no estan disefiadas para eliminar completamente este tipo de compuestos (Gerzabek
et al., 2007; Pal et al., 2010); motivo de preocupacion cientifica y para las entidades

ambientales reguladoras (Kastelan-Macan et al., 2007).
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Los CE incluyen una gran cantidad de compuestos quimicos, productos farmacéuticos,
productos de cuidado personal, agentes tensoactivos, plastificantes asi como aditivos
industriales (Matamoros et al., 2016; Murray et al., 2010). Este tipo de sustancias no
estan incluidos en el monitoreo actual de programas de tratamiento de aguas; por lo
que existe limitada informacion disponible sobre su presencia y el efecto que puede
causar en la salud humana y el ambiente (Daughton, 2004; Elorriaga et al., 2012;
Prieto-Rodriguez et al., 2012; Smital, 2008). Por estas razones, hay mayor
probabilidad de hallar estos compuestos en muestras de agua superficial (Carvalho &
Santos, 2016), ya que estas son mas susceptibles de contener concentraciones mayores
de contaminantes emergentes que las aguas subterraneas (Lapworth etal., 2012; Stuart
et al., 2012).

1.1.2 Antibidticos

Son sustancias que inhiben el crecimiento de microorganismos, principalmente
bacterias o incluso las elimina completamente (Bhattacharjee, 2016; Camacho Assef,
2010; Grenni et al., 2018). Lamentablemente su uso se ha incrementado, debido que
se emplea no solo en hospitales sino también por personas practicantes de la medicina
0 la automedicacion (Kummerer, 2001). Los antibiéticos constituyen un grupo
heterogéneo de sustancias con diferente comportamiento farmacocinético y
farmacodindmico, ejercen una accion especifica sobre alguna estructura o funcion del
microorganismo (Bacteriostatico, bactericida, Etc.) (Grenni et al., 2018). Ejerciendo
mayor impacto principalmente sobre las bacterias nativas; asi como, efectos toxicos

sobre otras especies acudticas y las células humanas (Kotodziejska et al., 2013; Lili
Liu et al., 2018; Xiong etal., 2019).
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Figura 1. Fuentes de contaminacion con residuos de antibioticos. Fuente: (Ben et al.,
2019).

1.1.3 Tipos de antibidticos
1.1.3.1 De acuerdo a la interaccion germen-antibiotico.

Estos antibidticos pueden dividirse en:

e Bactericidas: Suaccion es letal, llevando a la lisis bacteriana (Jafari et al.,
2020).

e Bacteriostaticos: Impiden el desarrollo y multiplicacion bacteriana, pero sin
llegar a destruirlas (Martinez-Alcala et al., 2020).

1.1.3.2 Segun el espectro de accién

e Antibidticos de espectro amplio: Como aquellos antibiéticos que son activos
sobre un amplio numero de especies y géneros diferentes, bacterias
principalmente gran positivas y negativas, como por ejemplo cloranfenicol y
oxitetraciclina (Martinez-Alcala et al., 2020).

e Antibidticos de espectro reducido: Antibidticos solo activos sobre un grupo
reducido de especies (penicilinas) (Bhattacharjee, 2016).
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1.1.3.3 Segun el mecanismo de accion:

Es el mecanismo por el cual un antibiotico es capaz de inhibir el crecimiento o

destruir una célula bacteriana. Se dividen en:

eInhibidores de la formacién de la pared bacteriana.
e Inhibidores de la sintesis proteica.

e Inhibidores de la duplicacion del DNA.

e Inhibidores de la membrana citoplasmatica

e Inhibidores de vias metabodlicas (Bhattacharjee, 2016; Upmanyu & Malviya,

2020).
Competetive antagonism and Inhibition of cell wall synthesis
Antimetabolite Activity and repair
Sulphonamides compete with Inhibiting peptidoglycan synthesis,
para-amincbenzoic acid, bactericidal action

preventing synthesis of folic acid P-lactams, Penicillins,

Cell wali
/ Cephalosporins, Carbapenems,
// Monobactrams, Vancomycin

Fosfomycin, Bacitracin

Isoniazid - Inhibits mycolic acid
synthesis
Methotrexate |s used In
chemotherapy for cancer

Alteration of cell

Cell membrane

Folic acid membranes
-~ w proteins Polymyxin B, polymyxin €
= tjunr-,e syntesis %
- -
A
DNAGZ —>

Inhibition of protein synthesis,
Target: 50S RNA
Macrolides, Tetracyclines,
Aminoglycosides

-
<

Z
..."

Inhibition of Nucdleic Acid Synthesis
Inhibit DNA gyrases or

“"9"‘5""’9’3 ses, Inhibition of Nucleic Acid Synthesis Inhibition of protein synthesis
Metabolic cytotoxic byproducts binding to RNA polymerase Target: 30S RNA
disrupt DNA Rifamicina Aminoglycosides, Nitrofurans,

Quinolones, Fluoroquinolones
sulfonamides
Nitrofurans

Spectinomycin, Tetracyclines

Figura 2. Mecanismos de accion de los antibiéticos contra las bacterias. Fuente:
(Grenni etal., 2018)

1.1.4 Efecto de los antibidticos sobre la comunidad bacteriana

La fuente principal de la presencia de residuos de antibidticos en el ambiente,
especialmente en los ecosistemas acuaticos, son las aguas residuales. Estos se vierten

de manera continua siendo una fuente permanente de contaminacion de antibioticos
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(Chen, 2014). El uso excesivo defarmacos por la poblacion tales como los antibioticos,
repercute en el incremento de residuos que llegan hasta los ecosistemas acuaticos, lo
que plantea grandes riesgos para la salud humana (Ben et al., 2019). El principal efecto
delos antibidticos sobre las bacterias, es la alteracion de la comunidad bacteriana. Pues
en entornos naturales, el contacto extendido y a dosis minimas de residuos de
antibidticos trae como consecuencia la proliferacion selectiva de bacterias (Cheng et
al., 2020), eliminando a aquellos que son mas susceptibles y sobreviviendo los mas
resistentes incluso los que son patogenos (Archundia et al., 2017; Ben et al., 2019).
Asimismo, es conocido que la exposicion a los antibioticos, aunque sea una sola vez,
es capaz de generar resistencia bacteriana tal como se demostré con E. coli expuesta a
un mix de antibioticos en un estudio experimental; por lo que la presencia transitoria
de un evento de contaminacion tiene el potencial de afectar a toda la comunidad
bacteriana (Helt et al., 2012). Adicionalmente, en otro estudio se evalud el efecto de
generacion de resistencia bacteriana en un periodo de 10 dias, después de ese periodo,

se evidencid que todas las bacterias eran resistentes a la oxitetraciclina en un 100%
(Samuelsen etal., 1992).

Por otro lado, los antibioticos no solo afectana las bacterias que son el microorganismo
objetivo, sino también a otras especies acuéticas tales como, fitoplancton, zooplancton
y peces (Kumar et al., 2019). En las algas pueden ocasionar alteraciones en el
crecimiento y desarrollo, asi como alteracion en los componentes bioquimicos (Xiong
et al., 2019). Segun la capacidad de dafio que originan, incluso pueden afectar la
diversidad de especies en los ecosistemas acuéticos (Matamoros et al., 2016), por lo
que es necesario que se preste la debida importancia a fin de evitar mayores dafios a

los ecosistemas acudticos que tan vulnerables son por este tipo de contaminacion.
1.1.5 Resistencia bacteriana

Es la insensibilidad bacteriana ante la presencia de antibioticos, evidenciando
diferentes acciones de mutacion u otro mecanismo que le permiten mitigar los efectos
de los antibidticos (Bhattacharjee, 2016; Kimmerer, 2004), los que hacen que con el
tiempo estos medicamentos se vuelvan ineficaces en el control de enfermedades, lo
cual incrementa el riesgo de propagacion a otras personas (WHO, 2018). Por ello, la
resistencia bacteriana ha sido declarada una amenaza de escala global, lo que ha
impulsado a crear el Plan de Accion Global de la Organizacion Mundial de la Salud
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en 2015 (WHO, 2015), la Asamblea General de la Naciones Unidas en 2016, y por la
Asociacion de Naciones del Sudeste Asiatico en 2017.
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2. Bacterial transduction

€ o — s

Release of

Donor cell Recipient cell

phage

3. Bacterial conjugation

&y O = O €&y

Donor cell Plasmid Recipient cell

Figura 3. Mecanismos de transferencia horizontal de genes entre bacterias. Fuente:
(Cheng et al., 2020).

Las inquietudes relacionadas a la resistencia de antibioticos, provienen de lo que estos
representan. La presencia de residuos de antibidticos puede alterar el microbioma
humano y promover la aparicion y seleccion de la resistencia de las bacterias; asi como
alteracion del microbioma ambiental y dar lugar a reservorios de ARGs (genes de
resistencia a los antibiéticos) y ARBs (bacterias resistentes a los antibioticos) referidos
como resistencia a los residuos de antibioticos ambientales (Ben et al., 2019; Diwan et
al., 2010; Helt et al., 2012). La resistencia bacteriana, se da de forma general por medio
de cuatro mecanismos, a través de la inactivacion o modificacion del antibiético por
medio de enzimas bacterianas, expulsion o eliminacion de la célula, generando
inmunidad y desviacion de la sustancia, finalmente la destruccion catalitica por
enzimas (Bhattacharjee, 2016; Kumar et al., 2019; Wright, 2010). Una vez que se
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genera la resistencia bacteriana, estas son capaces de transferir esos genes a sus
bacterias hijas o a otras bacterias por diferentes mecanismos (Figura 3).

1.1.6 Cromatografia Liquida de Alta Resolucion HPLC
1.1.6.1 Principios de la técnica

El método cromatografico es una técnica de separacion y analisis basado en la
distribucion de los componentes de una mezcla entre un fluido (fase movil) y un
adsorbente (fase estacionaria) (Cahui, 2019). La fase movil es un liquido que fluye
a través de una columna que contiene a la fase fija. A diferenciade la cromatografia
de gases, la cromatografia de liquidos de alto rendimiento (HPLC, del inglés High-
Performance Liquid Chromatography) no estd limitada por la volatilidad o la

estabilidad térmica de la muestra.

La HPLC es capaz de separar macromoléculas y especies ibnicas, productos
naturales labiles, materiales poliméricos y una gran variedad de otros grupos
polifuncionales de alto peso molecular (Meyer, 2010). Con una fase movil liquida
interactiva, otro parametro se encuentra disponible para la selectividad, en adicion

a una fase estacionaria activa.

La HPLC ofrece una mayor variedad de fases estacionarias, 1o que permite una
mayor gama de estas interacciones selectivas y mas posibilidades para la separacion
(Snyder et al., 2010).

1.1.6.2 Campos de Aplicacion de HPLC

e Farmacos: Antibioticos, sedantes esteroides, analgésicos

e Bioguimica: Aminoéacidos, proteinas, carbohidratos, lipidos

e Productosde alimentacion: Edulcorantes artificiales, antioxidantes, aflatoxinas,
aditivos.

e Productosde la industria quimica: Aromaticos condensados, tensoactivos,
propulsores, colorantes.

e Contaminantes: Fenoles, Pesticidas, herbicidas, PCB, antibioticos

e Quimica forense: Drogas, venenos, alcohol en sangre, narcoticos

e Medicina clinica: Acidos biliares, metabolitos de drogas, extractos de orina,
estrégenos (Meyer, 2010; Snyder et al., 2010; J. Wang et al., 2020).
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1.1.7 Antibidticos de mayor uso por la poblacién

A nivel mundial, el consumo de antibi6ticos se incrementé un 36% (Gaceta Medica,
2015). El amplio uso en servicios hospitalarios (Narvaez & Jimenez, 2012), el uso
inapropiado (Gomez et al., 2014), la incidencia de la pandemia del COVID 19
(Gonzalez-Zorn, 2021), uso veterinario y su empleo como promotores del crecimiento

en la cria de animales, la piscicultura y otros campos (Kummerer, 2004); son factores
que influyen en el incremento de residuos en el ambiente.

En las investigaciones relacionadas a la presencia de residuos de antibioticos en los
ecosistemas acuaticos resaltan los correspondientes a los 7 grupos de antibidticos,
dentro de estos grupos tenemos, Amoxicilina (AMX), Dicloxacilina (DCX),
Ceftriaxona (CFT), Lincomicina (LCM), sulfametoxazol (SMX), trimetroprim (TMP),

(Archundia et al., 2017; Carvalho & Santos, 2016; Duwig et al., 2014). Y la fuente
principal de estos contaminantes son las aguas residuales.

1.1.8 Contaminacion de los rios con residuos de antibiéticos contenidos en las

aguas residuales

Los antibidticos son sustancias quimicas con efectos toxicos y genotdxicos para el
ambiente (Paz et al., 2008) . Durante los ultimos afios, se han identificado numerosos
compuestos farmacéuticos y sus metabolitos tanto en aguas residuales como en rios y
otras corrientes superficiales e incluso en muestras de agua potable (R. Zhang et al.,
2012). El control de estos contaminantes resulta particularmente dificil debido a la
gran dispersion de sus fuentes de emision que van desde los residuos domésticos,

hospitalarios e industriales hasta los vertidos procedentes de la actividad agricola y
ganadera (Cahui, 2019).

1.1.9 Eficiencia de las plantas de tratamiento en la remocion de residuos de

antibioticos

Los antibidticos son vertidos constantemente al ambiente y, ademas, los sistemas
habituales de depuracion no estan disefiados para eliminarlos; por lo que sus niveles
en el medio pueden alcanzar facilmente valores elevados (Nieto-Juarez et al., 2021).
Este problema se da debidoa que porcentajes entre el 30% y el 90% de los antibidticos
consumidos por los seres humanos y animales se eliminan como residuos mediante la

orina y heces, y los tratamientos convencionales de las aguas residuales los degrada
10
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parcialmente (Carvalho & Santos, 2016). Pues la presencia de residuos de antibioticos
influencia negativamente en el normal funcionamiento de la planta debido a la
alteracion de la comunidad bacteriana (Almeida et al., 2017). Por ello, ain existen
residuos de antibidticos en el efluente de aguas residuales que se descargan en el

ambiente.
1.2 Antecedentes
1.2.1 Residuos de antibidticos presentes en aguas residuales

En numerosos estudios en los que se analizaron residuos de antibiéticos en muestras
de aguas residuales, se evidencio la presencia de estos compuestos antibidticos (K.
Wang et al., 2021). En Espafia se realizd un estudio en el que se evaluaron la presencia
de 17 residuos de antibioticos en 11 efluentes de plantas de tratamiento de aguas
residuales en los que se detectaron tres residuos de antibidticos en todas las muestras
analizadas (azitromicina, ciprofloxacina y ofloxacino) (Martinez-Alcala et al., 2020).
De manera similar, en un estudio en Chinaen el que se evalu6 la presencia de residuos
de antibidticos en aguas residuales que se usan para regadio de campos de cultivo, se
hallaron 6 residuos de antibidticos (tetraciclina, sulfametoxazol, norfloxacina
eritromicina y cloranfenicol), los que lamentablemente también se encontraron en
muestras de suelo y de los cultivos, lo que representa un grave riesgo de salud publica
debido a que esos productos se destinan para el consumo humano (Pan et al., 2014).

En otro estudio realizado en Espafia, se analizO muestras de aguas residuales
provenientes de una planta de tratamiento que tiene incorporado un tratamiento
bioldgico secundario; los resultados evidenciaron la presencia de 52 contaminantes
emergentes a través de cromatografia (HPLC-QTRAP-MS), dentro de ellos se
encontraron residuos de antibioticos como azitromicina (69 ng/L), carbapenem (114
ng/L) ciprofloxacino (305 ng/L), claritromicina (54 ng/L), eritromicina (78 ng/L),
lincomicina (192 ng/L), norfloxacina (29 ng/L), ofloxacina (1614 ng/L), sulfadiazina
(36 ng/L), sulfametazina (236 ng/L), sulfametoxazol (999 ng/L), sulfapiridina (131
ng/L) y trimetoprima. Aunque el tipo y la concentracion de residuos de antibidticos
varian de dia en dia, los mencionados fueron los que con frecuencia se hallaron en las
muestras de agua residual (1661 ng/L) (Prieto-Rodriguez et al., 2012).

11
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En este mismo contexto en otra investigacion se evidenciaron 13 residuos de
antibidticos de 56 antibioticos analizados, dentro de ellos se encuentra ofloxacino,
ciprofloxacina, enrofloxacino, ampicilina, cefalexina, azitromicina, espiramicina,
lincomicina, sulfametoxazol, sulfapiridina, trimetoprima. Las concentraciones
variaron de 23.30 (cefalexina) a 690.50 ng/L (espiramicina) en el afluente de la PTAR
y de 7.50 (cefalexina) a 37.04 ng/L (espiramicina) en el efluente de la PTAR.
Adicionalmente, se hall6 el riesgo ambiental de cada compuesto; del cual, los residuos
de antibidticos que mayor riesgo representan para el ambiente fueron, ciprofloxacino,
azitromicina ofloxacino y sulfametoxazol (Harrabi et al., 2018), asi se confirma la
presencia de este tipo de compuestos en las aguas residuales en diversos lugares del
mundo.

No solo las aguas residuales municipales tienen contenido de residuos antibidticos,
sino también otras fuentes tales como, aguas residuales industriales dedicadas a la
produccion de farmacos, en los que usualmente los residuos de antibidticos y la
cantidad de agua usada en la produccion de farmacos, son elevados. En un estudio
realizado en el efluente de aguas industriales del taller de produccion de una fabrica
de produccion farmacéutica, se mantuvieron altas concentraciones de cefalexina y
cefradina, observandose la mayor concentracion de cefradina (1328 mg/L). Asimismo,
se realizaron pruebas eco toxicoldgicas con especies acudticas, en los que se
evidenciaron la elevada toxicidad de estas aguas con respecto a las especies
consideradas en el estudio (Vibrio fischeri y Daphnia magna), demostrado asi, que
esta actividad es otra fuente importante de contaminacion de residuos de antibidticos

en los ecosistemas acuéticos (Xue et al., 2022).

También en aguas provenientes de granjas de crianza animal, lo sefiala un estudio en
el que se analizaron muestras provenientes de granjas, y encontraron 19 compuestos
de 76 farmacos en las aguas residuales crudas y tratadas de cuatro principales
mataderos de la ciudad de Pekin. Se hallaron residuos de antibioticos como los
macrolidos (Kitasamicina, tilosina, eritromicina), las fluoro-quinonas (ofloxacino,
pefloxacina, norfloxacina, ciprofloxacina, enrofloxacino), las sulfonamidas

(sulfanilamida, sulfametoxazol), y las tetraciclinas (tetraciclina, oxitetraciclina) fueron
los que se registraron con mayor periodicidad, con niveles méas altos de hasta ~3 pg/L

en las aguas residuales no tratados de los mataderosy ~1 pg /L en las aguas residuales
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tratadas. Adicionalmente, estos compuestos tambien se hallaron en el rio que
recepciona estas aguas de matadero, con un valor maximo de hasta 0,2 pg/L (Shao et
al., 2009).

Desafortunadamente, nuestro pais no es ajeno a esta problematica, pues recientemente
se realiz6 un estudio en el que se analizaron muestras de aguas residuales en cuatro de
las ciudades principales del pais (Lima, Cusco, Puno y Juliaca), en los cuales se
hallaron 38 compuestos farmacéuticos, dentro de ellos 17 residuos de antibioticos. En
relacion a la ciudad de Cusco se encontraron 13 compuestos, de los cuales
claritromicina (5060 ng/L) y clindamicina (130 ng/L in) fueron las que mostraron
elevado riesgo ambiental (Nieto-Juarez et al., 2021).

1.2.2 Contaminacion de aguas superficiales con residuos de antibidticos por

vertidos de aguas residuales

Son numerosas las actividades que generan residuos de antibi6ticos que finalmente
llegan al ambiente, cuyo destino afecta las aguas superficiales, tal como evidencia un
estudio que se realizd en China en seis rios urbanos de la regién de Guangzhou, en el
sur de China, los que son impactados con aguas residuales. Se analizaron la presencia
de nueve compuestos, de los cuales se registr6 mayores valores de norfloxacino y

ciprofloxacina en las muestras de agua y sedimentos, lo que muestra que efectivamente
las aguas residuales influyen en este aspecto de contaminacion (Huang et al., 2019).

De manera similar en otro estudio en el que se evalué muestras de agua del delta del

rio Pearl, asi como en el mar sur de China, se detectaron concentraciones de residuos
de antibidticos pertenecientes a tres grupos (macroélidos, fluoroquinolonas vy
sulfonamidas) donde las concentraciones variaron de0.7 a 127 ng/L, demostrando que
la contaminacion ocasionada por las aguas residuales municipales y la acuicultura
realizado en las zonas cercanas a los rios, impacta la calidad de esta zona de China
(Xu etal., 2013).

De esta manera, diversos trabajos alrededor del mundo sefialaron la existencia de
residuos de antibidticos en aguas residuales, asi se refieren estudios realizado en otros
lugares de China; como los realizados en el estuario del rio del valle de Jiaozhou,
China, en el que se muestrearon sedimentos superficiales y plantas de humedales del

rio Yang. Los resultados evidenciaron amplia presencia de los residuos de antibidticos
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quinolonas, con un rango de 1.34-8.69 ng/g (media de 4.46 ng/g) en el rio Yang y 0.99-
10.86 ng/g (media de 3.92 ng/g) en su estuario, respectivamente. El volumen de carga
de cadaantibidtico del rio Yang en su estuario fue de 11.73 a 391.59 g/afio, muy por
debajo de las de otras regiones estuarinas de todo el mundo, lo que hasta cierto punto
es bueno; sin embargo, la presencia de estos residuos de antibioticos en este ecosistema

no es noticia alentadora, debido a los efectos negativos que conlleva para este tipo de
ecosistemas (K. Liu etal., 2020),

En un estudio llevado a cabo en el rio amarillo en el que se analizaron muestras de
agua y sedimentos de las zonas intermareales del rio amarillo; durante dos estaciones,
se detectaron 8 residuos de antibioticos del grupo de las tetraciclinas, macrdlidos y
fluoroquinolonas. Las concentraciones totales de estos compuestos fueron de 82.94-
230.96 ng/L y 40.97-207.44 ng/g, en las muestras de agua y sedimentos
respectivamente. La oscilacion estacional fue afectada principalmente por la

frecuencia de uso de los antibioticos y los factores ambientales (Zhao et al., 2016),

Otrainvestigacion en la misma regién en la cuenca del rio Haihe, dacuenta que durante
los afios 2016-2017, los antibioticos estudiados fueron de uso veterinario y animal.
Los resultados obtenidos en este estudio se compararon con los resultados obtenidos
anteriores y se evidencio que la cantidad y concentracion de residuos de antibioticos
probablemente esté incrementandose en torno a la cuenca. La suma de las
concentraciones de residuos de antibidticos vario entre 414 y 1951 ng/L, mostrando
una media de 821 ng/L. Las principales fuentes de contaminacion por residuos de
antibidticos fueron las plantas de tratamiento de aguas residuales. La carga de
antibioticos en las aguas del rio fue mayor durante las estaciones himedas que durante
los periodos secos. La cantidad de residuos de antibiéticos se incrementaron
continuamente en direccion a los tramos inferiores de los rios. La carga total anual de
ingreso de residuos deantibiodticos a partir del rio Haihe, asi como del rio Yongdingxin
en direccion a la bahia de Bohai estuvo representado por una cantidad elevada de 5008
kg/afio. Los antibidticos predominantes fueron la trimetoprima, ofloxacina anhidra,
eritromicina, lincomicina, y el florfenicol, mientras que la ofloxacina, amoxicilina
anhidra, eritromicina, norfloxacina y la enrofloxacina pueden representar un elevado
riesgo ecotoxicologico para la salud del ecosistema investigado. Lamentablemente,

bastantes residuos de antibidticos encontrados en el estudio se hallaron por primera
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vez, lo que es muestra de la continua contaminacion en esta cuenca Asimismo, este
estudio brinda informacion relevante a los tomadores de decisiones a fin de contribuir
con la mejora de la gestion y control de vertidos contaminantes en estos ecosistemas
(Lei et al., 2019) y muchos otros ejemplos méas que dan a conocer el gran problema de

contaminacion por residuos de antibiéticos en los rios del mundo.

En nuestro pais también existen estudios de contaminacion de las aguas superficiales,
tal como lo evidencia Cahui (2019), quien realizé un estudio en el lago Titicaca, en el
que se analizaron muestras de agua, sedimentos en zonas cercanas a la actividad
acuicola de crianza de truchas. Los resultados demostraron la presencia de residuos de
antibidticos de uso veterinario en las muestras analizadas, especialmente para
fluoroquinolonas (3739.3 ng g-1) y tetraciclinas (3082.9 ng L-1). En muestras de agua
superficial las concentraciones mas altas fueron en fluoroguinolonas de hasta 408.2 y
652.7 ng L-1 en época seca y lluviosa respectivamente (P>0.01). Incluso en el agua de

consumo humano.
1.2.3 Presencia de bacterias resistentes a antibidticos en aguas residuales

La presencia de residuos de antibidticos impacta negativamente en el ambiente
principalmente por la alteracion de la comunidad bacteriana, tal como lo revelaron en
un estudio en el que se analizaron el cambio de la estructura de la comunidad
bacteriana en el sustrato de un humedal construido una planta de tratamiento a lo largo
de 10 afos, cuyos resultados demostraron que efectivamente hubo cambios en la
estructura bacteriana. En el tercer afio de marcha, la biomasa microbiana logré valores
maximos en dos franjas de vegetacion con Aegiceras corniculatum y Kandelia
obovata, y luego se estabilizaron o disminuyeron en el noveno y décimo afio de
funcionamiento. La composicion de la comunidad microbiana varié en gran manera
duranteel periodo deexplotacién. Los analisis de estadisticos como el de componentes
principales (PCA) y de redundancia (RDA) evidenciaron que las composiciones de la
comunidad microbiana estaban significativamente correlacionadas con el contenido
de materia organica, especialmente en el 9° y 10° afio de funcionamiento, lo que
implica que la comunidad microbiana del sustrato en el humedal de manglar
construido es sensible a las caracteristicas del sustrato y puede utilizarse como
indicador del rendimiento a largo plazo de los humedales artificiales (Tian et al.,
2020).
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La presencia de residuos antibidticos influye en la generacion de resistencia
bacteriana. Diversos estudios evidenciaron este impacto como, por ejemplo el de
Walia et al., (2016) en el que aislaron bacterias para luego evaluar su resistencia a los
antibidticos, y hallaron que aproximadamente entre un 40 y un 65% fueron resistentes
a cefotaxima, entre un 25 y un 40% al cloranfenicol, entre un 30 y un 40% a la
tetraciclina, entre un 25y un 65% a la ciprofloxacina y finalmente entre un 30 y un
50% a la gentamicina. Las muestras para el analisis bacteriologico, se tomaron del
hospital William Beaumont (Royal Oak, MI, USA) y como punto control se us6 un
parque recreativo. Se encontraron bacterias Stenotrophomonas maltophila,
Kytococcusse  dentarius,  Streptococcus  gordonii, Aeromonas hydrophila,
Pseudomona fluorescens, Shawanella putrefacians, Klebsiella pneumoniae y
Escherichia coli. En muestras provenientes del hospital, Enterobacter aerogenes,

Klebsiella pneumoniae y Salmonella typhi.

La crianza de animales también contribuye con la generacion de bacterias resistentes
a antibioticos, como las que provienen de las granjas de cerdos (Savin et al., 2020). En
un estudio en el que analizaron muestras de aguas residuales de una granja porcina, se
encontraron presencia de residuos de antibioticos y genes resistentes, principalmente
a tetraciclina; alli se detectaron elevadas concentraciones de genes resistentes tales
como, tet M, tet W and tet O (Lin Liu et al., 2016). De la misma forma, en otra
publicacion se hallé genes resistentes a tetraciclina y sulfonamidas, en una proporcion
de 2000 veces mas genes en muestras del suelo que en muestras de agua (Luo et al.,
2010). Adicionalmente, en un estudio en el que se analizaron sedimentos en cajas
donde se medicaron a los peces con oxitetraciclina durante 10 dias. Después del
experimento, se encontrd que el 100% de las muestras presentaron bacterias resistentes
a antibioticos (Samuelsen et al., 1992) lo cual representa un gran riesgo para el

ambiente.

Tras 10 dias de medicacion con oxitetraciclina, se tomaron muestras del sedimento
marino bajo tres jaulas seleccionadas (jaulas 1, 2 y 3) en una piscifactoria durante un
periodo de 18 meses, con el fin de detectar cualquier cambio en la concentracion de
oxitetraciclina en el sedimento, el nimero de bacterias y la resistencia de éstas al
farmaco. La mayor parte de la oxitetraciclina desaparecié durante las primeras

semanas, pero persistio en el sedimento en concentraciones mas bajas durante bastante
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tiempo después de la medicacion. La vida media (tu2) de la oxitetraciclina en el
sedimento se midié como 125, 144 y 87 dias en las jaulas 1, 2 y 3, respectivamente.
Al final de la medicacion, los tres sedimentos tenian > 100% de bacterias resistentes a
la oxitetraciclina. Este valor descendié al 20% después de 72 dias y se estabilizé en
niveles de entre el 10 y el 50%. EI cambio en el nimero de bacterias, descrito como

recuento total y en placa, fue debido a las variaciones estacionales mas que a la
medicacion.
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CAPITULOI
PLANTEAMIENTODEL PROBLEMA
2.1 Identificacion del problema

Durante los Gltimos afios, se han identificado numerosos compuestos farmacéuticos y sus
metabolitos tanto en aguas residuales como en rios y otras corrientes superficiales e
incluso en aguas potables tratadas (Zirena et al., 2021). El control de estos contaminantes
resulta particularmente dificil debido a la gran dispersion de sus fuentes de emision que
van desde los residuos domésticos, hospitalarios e industriales (Xue et al., 2022) hasta los
vertidos procedentes de la actividad agricola y ganadera (Lin Liu et al., 2016). Aunque
ocurre la degradacion por reacciones fisicoquimicas o por la accién de microorganismos
capaces de metabolizarlos (Gautam et al., 2007; Matamoros et al., 2016). De forma

general, algunos antibidticos no se degradan facilmente y persisten a lo largo del tiempo
(Martinez-Alcala et al., 2020).

El problema, es que las plantas de tratamiento son ineficientes en el la remocion completa
deestos compuestos de las aguas residuales, por lo que ain existen en el agua de descarga
(Gautam et al., 2007). En el pais, de un total de 143 plantas de tratamiento de aguas
residuales (PTAR), pocos son los proyectos que puedan llamarse exitosos. Ello se debe,
por un lado, a la vision sesgada de las EPS que no llega a descubrir el potencial socio
econdmico de las aguas residuales tratadas, pues existe ausencia de una cultura de
proteccion del ambiente como parte de la misién de las EPS. EIl resultado es la
contaminacion de los cuerpos de agua que reciben tanto los efluentes de insuficiente
calidad de las PTAR como los vertimientos de aguas residuales crudas provenientes de

los sistemas de alcantarillado.
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La falta de cumplimiento normativo, legislacion incompleta, sumados a la inadecuada
operacion con tecnologia insuficiente y falta de mantenimiento de tales inversiones, e
incluso fallas de disefio, impide lograr estos objetivos en 67 ecosistemas de igual niUmero
de cuerpos receptores, lo que ademas pone en riesgo la salud publica por el riego sin
control (SUNASS, 2008), que a su vez pueden ser perjudiciales para la salud (Pefia-
Alvarez & Castillo-Alanis, 2015) asi como, para los sistemas acuaticos (Oller et al.,
2011); por lo que, en este trabajo se identifico y cuantifico residuos de antibidticos en
aguas residuales del rio Huatanay Cusco, se validé el método de deteccion y
cuantificacion y se evaluo el impacto sobre la resistencia a antibioticos de bacterias que

con frecuencia son causantes de infecciones y son de interés clinico.
2.1.1 Enunciado del problema
2.1.1.1 Problema General

¢Qué residuos de antibioticos, en que concentracion estan presentes y cudl es la
resistencia microbiana en aguas del Rio Huatanay, Cusco?

2.1.1.2 Problemas Especificos

e ;Qué residuos antibidticos y en que concentracién estan presentes en las aguas

del Rio Huatanay, Cusco?
e ;Cual es la resistencia microbiana en aguas del Rio Huatanay, Cusco?
2.2 Justificacion

El agua del rio Huatanay es afluente de la cuenca del Rio Vilcanota, el mismo que recorre
varios distritos y centros poblados, asi como la ciudad del Cusco; donde se desarrollan
diversas actividades como, turismo, agricultura, acuicultura, ganaderia, comercio. A
pesar de que es una fuente que cuenta con monitoreo de calidad de agua, en 15
subestaciones en todo su recorrido, su calidad es minima. Dado que, la planta no es

eficiente en la remocién de los compuestos tdxicos, lo cual afecta la calidad de sus aguas
(Masco, 2017).

Se conoce que este rio, posee una carga elevada detodotipo deresiduos emergentes entre
ellos toxicos y genotoxicos de origen farmacéutico como los antibi6ticos(Nieto-Juérez
et al., 2021). Estos compuestos provienen de diferentes fuentes hospitalarias y aguas de
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residuos domiciliarios ya sea a través de la emision de excretas o descarte de algun tipo
deantibidtico no administrado que no reciben tratamiento alguno. Adicionalmente, existe
un elevado e indiscriminado uso de antibioticos en la prevencion y eliminacion deagentes
patdgenos causantes de enfermedades en hospitales, uso ambulatorio y automedicacion,

lo que incrementa este tipo de residuos en las aguas residuales (Gautam et al., 2007).

Los riesgos se dan debido a que estos compuestos pueden llegar a los seres humanos a
través de la bioacumulacion y la biomagnificacion. Otro riesgo proveniente de estos
compuestos es la generacion de genes resistentes a antibioticos, los que representan un

grave problema de salud puablica (Cheng et al., 2020), considerando que este rio se usa
para diversas actividades humanas, ya mencionadas en el parrafo anterior.

Realizada la busqueda bibliogréfica, no se encontr6 informacion sobre la regulacion o
legislacion de limites permisibles de estos contaminantes emergentes, a falta de un
inventario de los mismos, de la disposicion de técnicas analiticas estandarizadas para su
identificacion y cuantificacion y el desconocimiento sobre el riesgo que representa su

presencia en el ambiente.

Por estas razones se realizd un estudio en las aguas residuales de la planta de tratamiento
de la ciudad de Cusco ubicado en el distrito de San Jer6nimo, alli se determind el tipo y
concentracion de residuos de antibidticos presentes en muestras de aguas pre y
postratamiento de la PTAR. Adicionalmente, se aisld bacterias para identificar la

capacidad de resistencia a antibi6ticos evaluados en la planta.
2.3 Objetivos
2.3.1 Objetivo general

Identificar los residuos de antibidticos, la concentracion en las que estan presentesy evaluar

la resistencia microbiana en aguas del Rio Huatanay, Cusco.
2.3.1 Objetivos especificos

e Identificar los residuos de antibidticos y en que concentracion estan presentes aguas
residuales del Rio Huatanay, Cusco.

e Evaluar la resistenciamicrobianaen aguas del Rio Huatanay, Cusco.
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2.4 Hipotesis
2.4.1 Hipotesis general

Los residuos de antibidticos estan presentes en diferentes concentraciones y ejercen

influencia en la generacion de resistencia microbiana en aguas del Rio Huatanay, Cusco.

2.4.2 Hipdtesis especificas

e Los residuos de antibidticos estan presentes en diferentes concentraciones en
aguas del Rio Huatanay, Cusco.
e Losresiduos de antibioticos ejercen influencia en la generacion de resistencia

microbiana en aguas del Rio Huatanay, Cusco.
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CAPITULO I
MATERIALES Y METODOS
3.1 Lugar de estudio

El estudio se realiz en el departamento de Cusco, provincia de Cusco, distrito de San
Jerénimo a 20 Km al sur de la ciudad a 3245 msnm, con un area de 502 Km?2 (Masco,
2017; Nieto-Juarez et al., 2021). En este lugar, se ubica la planta de tratamiento de aguas
residuales que viene operando desde el afio 2014, bajo la administracion de
SEDACUSCO (Figura 4). La contaminacion del rio se origina por la descarga de los
desechos industriales, comerciales y domésticos que se generan en la ciudad y por el
vertimiento del efluente de la planta de tratamiento en cuyo contenido aun se hallan
residuos toxicos como restos de antibiéticos, dado que solo trata el 85% de las aguas

residuales que corresponden a 428.450 habitantes (Nieto-Juarez et al., 2021).

El rio Huatanay se encuentra contaminado desde la estacion de monitoreo en el distrito
de Santiago hasta la localidad de Huambutio en el distrito de Lucre, esto debido a que en
el trayecto existen numerosos puntos de vertimiento de aguas residuales domésticas
(DIGESA, 2006). Adicionalmente, el manejo y tratamiento de las aguas residuales es
deficiente, limitdndose los pobladores en muchos puntos, a verterlas directamente al
cauce del rio, con el consiguiente incremento de la contaminacion y riesgos para los
pobladores (Masco, 2017). LaPTAR San Jerénimo permite el tratamiento fisico, quimico
y biolégico de las aguas residuales con un caudal maximo promedio de 580 litros por
segundo, de los distritos de Cusco, San Jerdnimo, San Sebastian, Santiago y Wanchaq
que descargan en el rio Huatanay, beneficiando a mas de 386 mil habitantes de estos
distritos (Masco, 2017).
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La planta de tratamiento recepciona entre un 60 a 70% del caudal del rio Huatanay, que
esta contaminado con vertidos de aguas residuales domésticas, hospitalarias, industriales

de actividades ganaderas y de un camal de la ciudad de Cusco, las que son procesadas en
esta planta de tratamiento, para luego ser vertidasen el mismo rio (Figura 5).

. sl 3

Figura 4. Ubicacion del area de estudio-la planta de tratamiento en el distrito de San
Jer6nimo de la ciudad de Cusco y el rio Huatanay.

3.2 Caracteristicas de la planta

La PTAR esta disefiada e implementada con tecnologia de punta, utilizando filtros

percoladores y tratamiento de lodos anaerdbicos con componentes ecolégicos al servicio
de la salud y el bienestar publico, con el siguiente detalle:

LINEA DE LIQUIDOS: Sistemas de cribado con rejas gruesas y finas, desarenador
aireado, filtros percoladores primarios y secundarios, camaras de bombeo,

sedimentadores primarios y secundarios, desinfeccion (Toledo & Toledo, 2010).

LINEA DE LODOS: Camaras de bombeo, espesadores, digestor anaerdbico, tanque
de almacenamiento de lodos, edificio de deshidratacion, tanque de almacenamiento
para cal (Masco, 2017; Nieto-Juarez et al., 2021).

LINEA DE GASES: Purificador de H,S camara de condensados y antorcha (COSAPI, 2014).
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3.3 Poblacién

Aguas residuales del rio Huatanay. Cuenca del rio Huatanay (que segun la clasificacion
Pfafstetter corresponde a N7 4994774), se encuentra en el Region de Cusco, Provincias
de Cusco y Quispicanchi, con un area de 503 km2, que incluye a la ciudad de Cusco.
Comprende 3 zonas:
a. Zona Alta (3393 — 3288 m): Desde la confluencia del Chocco - Huancaro, hasta
Corpac.
b. Zona Media (3281 — 3203 m): Desde la altura del Puente Quispiquilla hasta
antes de la PTAR.

c.-Zona Baja (3186 — 3079 m): Desde la PTAR hasta Huambutio (Calvo, J; Polo,
Z.2017)

3.4 Muestra

Se recogieron muestras de 500 ml, en principio se tomaron 10 para realizar la curva de
calibracion, luego 10 muestras adicionales para determinar el porcentaje de recuperacion
de la muestra, lo cual correspondi6 al desarrollo de la metodologia de anélisis
cromatografico. Para el andlisis de residuos de antibioticos en las muestras de agua del
rio Huatanay, objeto de estudio, se tomaron 10 muestras en el afluente y el efluente de la
PTAR Cusco por duplicado (ANEXO 1-3) (Figura 5). El periodo de muestreo fue durante
los meses de abril a octubre del 2021, de los cuales las muestras abril a setiembre fueron
para el desarrollo metodoldgico, y las muestras para el estudio propiamente dicho fueron

tomadas en octubre.

3.4.1 Tipo de muestreo:

No probabilistico por conveniencia definido por los investigadores.

3.4.2 Unidad de anélisis:

Aguas residuales asociadas a la planta de tratamiento en el pre y postratamiento
(Figura 5), las cudles fueron posteriormente analizadas en el laboratorio de

Cromatografia de la Universidad Nacional San Antonio Abad del Cusco.
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Afluente M-1
Efluente M-2

60% del caudal del rio

RIO HUATANAY Descarga agua tratada
(Cuerpo receptor)

T~

M-1 muestreo en el afluente

M-2 muestreo en el efluente

Figura 5. Esquema de muestreo en la zona de estudio
3.5 Método de investigacion

3.5.1 Tipo de investigacion

Lainvestigacion fue detipo descriptivo no experimental, para el primer objetivo; dado
que, es un estudio descriptivo de los residuos de antibidticos y las concentraciones
halladas en las muestras de agua residual que se evaluaron. En el segundo objetivo,
fue de tipo experimental a fin de identificar las bacterias resistentes a los antibidticos.
Adicionalmente, se obtuvo los datos de aforamiento de caudales de aguas residuales
del rio Huatanay, registrados en la PTAR, analizando la relacion causa y efecto sobre
la presencia de residuos de antibioticos.

3.6 Descripcion de métodos por objetivos especificos
3.6.1 Identificacién y cuantificacion de residuos de antibidticos
3.6.1.1 Toma de muestras de aguas residuales:

Para el muestreo se utiliz6 frascos estériles de polietileno, con capacidad de 500 ml,
que fueron envueltos con papel Kraft y una bolsa de polietileno para aislamiento.
Las muestras se recogieron en el afluente y el efluente de la Planta de Tratamiento
de Aguas Residuales (PTAR). Las muestras fueron tomadas considerando un
espacio vacio de 2.5 cm. Se mantuvo la muestra refrigerada con hielo a 4 °C hasta
la llegada al laboratorio, en un tiempo no mayor a 2 horas. Para estabilizar las
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muestras del efluente se afiadio acido ascorbico al 1 % segn volumen. Las muestras
fueron etiquetadas con la informacién necesaria de la muestra, como el tipo de
muestra, persona encargada de tomar la muestra y otras observaciones adicionales
(Anexo foto).

La férmula a aplicarse para identificar el porcentaje de remocion es la siguiente:

% de remocion=(Ca-Ce/Ca) *100..........cceeriiiriiriiiiiiiiiiannn, Ecuacion 1

Donde Caes la concentracion de antibioticos en el afluente, Ce es la

concentracién de antibidticos en el efluente (Nieto-Juarez et al., 2021).
3.6.1.2 Analisis por cromatografia liquida
e Reactivos

Los insumos quimicos y reactivos usados en los analisis tales como, metanol,
acetonitrilo, &cido fdérmico, Na:EDTA, &cido citrico monohidratado, &cido
ortofosfarico, citrato de sodio dihidratado y acido clorhidrico fueron adquiridos de
la empresa MERCK de grado HPLC. H3PO4 de J.T. Baker. Los estandares de los
antibidticos tales como, ciprofloxacino (CIP), amoxicilina (AMX), cefalexina
(CFX), azitromicina (AZT), dicloxacilina (DCX), ceftriaxona (CFT), cotrimoxazol
(CTMX) y lincomicina (LCM), también fueron de grado HPLC, del laboratorio
Medifarma S.A.

e Preparacion de los estandares

Para la curva de calibracion se utilizaron 8 estandares (MEDIFARMA Lotes: AMX
trihidrato MP-00019653, LIN clorhidrato MP-00020388, CFT sodica MP-
00019655, CFX monohidrato MP-00019218, SMT MP-000017701, TMP MP-
00013788, Clorhidrato de CIP MP-18215, DCX sodica MP-000144201). Se
preparo una solucién madre de 2000 pg/ml de cada farmaco AMX, CFT, TMP,
CFX, CIP, SMT DCX, y LIN en un solvente apropiado de acuerdo a referencias
(Tie etal., 2019). Para el primer punto de la curva de calibracion, se tomé 10 ul de
cadauno de los 7 estandares mas 40 pl de LIN en vial de 20 ml, luego se afiadio la
diferencia de agua tipo HPLC para completar a 2.0 ml, se homogenizo y se trasfirid
a un vial HPLC. Se procedié de la misma forma para obtener las siguientes
concentraciones de 20, 40, 80 y 160 pg/ml para AMX, CFT, TMP, CFX, CIP,SMT
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DCXy LIN 50, 100, 200 y 400 pg/ml.
e Las separaciones cromatograficas

Los analisis se realizaron en un equipo de cromatografia liquida de alto rendimiento
(HPLC, Agilent Technologies, Serie 1100/1200, USA) equipado con un detector
UV-DAD y una columna Agilent Zorbax XDB-C8 (con 4.6 mm de didmetro, 75.0
mm de largo, tamafio de particula 3.5 um, Pre Columna Zorbax Eclipse XDB-C18
46 x 125 mm x 5 pym, a una temperatura constante de 40°C, un inyector
automatico, una bomba binaria, un desgasificador de vacio y un compartimento de
columna termostatizado (ANEXO 7). Se utilizé un programa de gradiente con la
fase mavil, combinando el solvente A (agua ultrapura Barnestead con Acido
Fosfarico al 0.1%) y solvente B (Acetonitrilo) de la siguiente manera: 0 % B (3
min), 0-15 % B (5 min), 15-50 % B a 12 min, 50-60 % B a 14 min, 60-70 % B a
15 min, 70-100 % B a 21 min a un flujo de 0.6 ml/min. La deteccién se monitorizo
a 202 nm (CFX, AMX, CFT, TMP SMT DCX LMC) y 280 nm (CIP), el volumen

de Inyeccion fue de 10.0 pl. La adquisicion de datos se realizd mediante el software
Chemstation VV03.02.

e Preparacion de muestras previas a la extraccion en fase sélida (SPE)

De los 500 ml de muestra recogidos de aguas residuales de la PTAR de Cusco, las
muestras se filtraron a través de filtros dealgodo6n, para preservar de la degradacion
se afadio 1g de Acido ascorbico y se almacenaron a 4 °C, los analisis se ejecutaron
en menos de 24 horas desde el muestreo. Se trasfirid 100 mL de muestra a una pera
de separacion junto con 100 uL de H3POa,y 0.5g de CaSO4 se homogenizo, luego
se mezclé con 3ml de cloroformo, se descarté la fase organica y la fase acuosa se

filtré al vacio a traves deun embudo con algodon comprimido a un matraz Kitasato.
e Meétodo de extraccion en fase sélida SPE

En un sistema de extraccion en fase solida de 10 posiciones al vacio Agilent se
acondiciono dos cartuchos C18 de 0.5g con 6 ml de metanol seguido de 10 ml de
HCI10.01%, luego en uno de ellos se cargaron con 100 ml del filtrado del afluente
y en el otro con el efluente, al finalizar se pas6 10 ml de HCI 0.01% para lavar,

luego se eluyd los analitos retenidos con 2 ml acetonitrilo y se dividié a1 ml en dos

27

repositorio.unap.edu.pe
{0 OIVI( (adl" adecuadd ! > eSla (e
I



UNIVERSIDAD
NACIONAL DEL ALTIPLANO TESIS EPG UNA - PUNO

Repositorio Institucional

viales para el anélisis, este procedimiento se repitié durante ocho dias para el
analisis estadistico (ANEXO 4-5).

e Recoleccién de datos del andlisis fisicoquimico

Las mediciones de los parametros fisicoquimicos, se realizaron en las mismas
fechas de muestreo de las aguas residuales pre y postratamiento, segin protocolos
de la Planta de tratamiento de aguas Cusco (PTAR-Cusco). Las variables
consideradas fueron; DBOs, coliformes termo-tolerantes, pH, temperatura,
conductividad, solidos totales, nitritos, nitratos, turbidez y caudal, estas
mediciones fueron realizadas con las técnicas estandarizadas por APHA y otros
meétodos estandarizados (ANEXO 8).

3.6.2. Evaluar la sensibilidad o resistencia de las cepas aisladas del rio Huatanay
de E. coli; Salmonella tiphy y Klebsiella pneumoniae frente a antibi6ticos

encontrados mediante analisis microbioldgicos
3.6.2.1 Preparacion de muestras

Para este objetivo se realizaron dos tomas de muestra del agua residual del rio
Huatanay en la PTAR San Jerdnimo, durante los meses de abril y mayo del 2021,
puntualmente en dos dias, tanto del afluente como del efluente de la planta por
triplicado. Los envases conteniendo las muestras se transportaron al Laboratorio de
microbiologia manteniendo las condiciones establecidas por norma y cadena de

frio.

Una vez recibida la muestra en el laboratorio en su envase perfectamente cerrado y
debidamente identificado, se guard en condiciones adecuadas hasta el ensayo. Para
el analisis microbioldgico se trabajo en una camara de seguridad bioldgica clase
2A. Se desinfectd todas las areas con alcohol al 70%, luego homogenizé la muestra
a través de la agitacion manual. Una vez abierto el envase, se esterilizé la boca a la
llama de un mechero Bunsen, y se agitd nuevamente para homogenizar. En las
muestras muy contaminadas, se realizaron diluciones al 1/10, 1/100, con agua
desionizada esteril. En las muestras no muy contaminadas (efluente), se sembraron
sin diluir, en una serie de tubos elegido segln la correspondiente tabla del NMP

(namero maés probable). Se consideraron positivas si hubo turbidez del medio y si
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las colonias fermentaron la lactosa con produccion de gas (méas del 20% en las
campanas Durham colocadas en cada tubo con caldo brila) (APHA, 2017).

3.6.2.2 Pruebas de confirmacion de E coli
Lecturas:

Las bacterias contenidasen el primer tubo correspondiente y positivo de la prueba
de NMP, fueron cultivadas en medio Agar EMB para aislamiento y luego se
procedid a las pruebas de identificacion y confirmaciéon bioquimicas de bacterias

gram negativas.

La prueba de confirmacion de Escherichia coli fue positiva cuando hubo
crecimiento de colonias verde metalicas a negras. A partir del crecimiento en el
Agar EMB se pudo realizar las restantes pruebas bioquimicas y tinciones mediante
sub cultivos en los medios: Aguade Triptona (un asa del cultivo), citrato Simmons
(siembra en la superficie delagar) y Tincién Gram (APHA, 2017).

3.6.2.3 Pruebas de deteccion e identificacion de Salmonella tiphy

Para el aislamiento se tomo dos muestras, puntualmente en dos dias tanto del
afluente como del efluente de la PTAR. con hisopos estériles, Se fijaron los puntos
de muestreo, y se dejaron remojando durante 24 horas. Transcurrido el tiempo se
recogieron los hisopos en bolsas herméticas y estériles, colocadas luego en un
contenedor de transporte aislado con paquetes de gel congelado para mantener las
muestras frias.

En primer lugar, con la muestra recibida en agua peptonada (0.1 %) se realizé el
pre-enriquecimiento, para rehabilitar las células de Salmonella; luego se procedio
al enriquecimiento, en caldo base de tetrationato (Merck) para aumentar el nimero
de bacterias de Salmonella e inhibir otros microorganismos en la muestra; a
continuacion se procedio al aislamiento, en agar entérico Hektoen (Merck)
observandose colonias azul verdosas a azules con y sin centros negros; y agar
Xilosa Lisina Desoxicolato (Merck) donde se distinguieron colonias rosadas con 'y
sin centros negros, ambos medios permiten ver colonias sospechosas de
Salmonella; y finalmente se realizo la identificacién bioquimica que nos permitié

determinar la actividad metabdlica de esta bacteria, en agar Urea (Merck), agar
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hierro lisina (LIA, Merck) y agar hierro triple azucar (TSI ,Merck). Ademas, se
inocularon tubos con medio indol acido sulfhidrico para sulfuro, indoly movilidad
(SIM Merck) (FDA, 2022).

3.6.2.4 Pruebas de deteccion e identificacion de Klebsiella Pneumoniae

Se cogi6 el primer tubo positivo de la prueba de NMP, de alli se tom6 una asada la
que fue cultivada en medio MacConkey agar 24 horas a 35°C para aislamiento,
buscando Klebsiella sp. como colonia mucosa lactosa positiva con crecimiento en
extension.

A continuacion, se realizaron las pruebas de identificacion y confirmacion
bioguimicas para bacterias gram negativas: agar hierro triple azacar (TSI, Merck),
agar hierro lisina (LIA, Merck) y agar Urea (Merck). Ademas, se inocularon tubos

con medio indol acido sulfhidrico para sulfuro, indol y movilidad (SIM Merck)
(APHA, 2017).

3.6.2.5 Antibiograma

Se realiz6 la prueba de susceptibilidad antimicrobiana por el método de disco de
difusién en agar Mueller Hinton (Merck) y deacuerdo a la técnica de Kirby y Badier.
Se usaron discos de sensibilidad de Cefalosporinas, Aminoglucosidos,
Lincomicinas, Fluoroquinonas, Penicilinas y Macrolidos (DIFCO). La técnica
seguida indico primero seleccionar, aislar e identificar las especies bacterianas que
se estudiaron. Luego se prepar0 y estandarizé el indculo, para ello: se seleccion6 de
3 a 5 colonias de las cepas en estudio del medio MacConkey que se obtuvo en el
aislamiento e identificacion previos, se transfirio estas colonias en 3 ml de caldo de
soya Tripticasa y se incubd a 35°C por un tiempo de 2 horas hasta que se observo
un crecimiento con una turbidez visible. Se diluy6 el cultivo con solucién salina
estéril hasta obtener una turbidez de 0.5 de la escala de McFarland, se comparé con
el patron McFarland y para corroborar esta escala se leyeron y midieron ambos
tubos en el espectrofotémetro a 625 nm de longitud de onda. A continuacion, se
sumergio un hisopo estéril dentro del tubo que contiene solucion salina de la
bacteria en estudio, se sembrd el indculo uniformemente en tres direcciones sobre
la superficie del medio Mueller Hilton, se dejo secar un tiempo de 20 minutos y se

procedié a colocar los discos de los antibi6ticos con un asa estéril en el agar.
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Se procedio a incubar a 35° por 24 horas; luego se midieron los halos de inhibicion
correspondientes, comparando los diametros con los halos obtenidos de cepas
estandar como la E. coli ATCC 25922, y las especificadas por el CLSI, se interpreto
el resultado que luego se informo sobre la sensibilidad o resistencia (BiroSova et
al., 2014; Cavalieri et al., 2005).

3.6.3 Analisis estadistico

Con los datos de concentracion de residuos de antibioticos en el afluente y el
efluente se realiz6 el test de Wilcoxon, debido a que no cumplia los supuestos
requeridos para aplicar andlisis paramétricos. Para el caso de las bacterias que se
aislaron del afluente y efluente, se aplicd el test estadistico T de Student, previa

comprobacion de los supuestos requeridos por el analisis. EL manejo de datosy los
analisis, se realizaron en la hoja de céalculo Excel y R Studio versién 4.0.0.
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CAPITULO IV
RESULTADOSY DISCUSION

4.1 ldentificar y cuantificar residuos de antibiéticos en aguas del rio Huatanay

Cusco pre y pos tratamiento en la PTAR, mediante la técnica de cromatografia
liguida de alta resolucion HPLC

Se verificd la presencia de residuos de antibiéticos en las aguas residuales de la ciudad
de cusco, de los ocho residuos de antibioticos evaluados, solo se hall6 seis de ellos en el
afluente a la planta de tratamiento (Tabla 1). Adicionalmente se cuantificd la
concentracién de cada antibiotico registrado, de ellos, los que se encontraron en mayor
cantidad fueron amoxicilina (9150 pg/L) y lincomicina (3398 ug/L). a menudo en
estudios similares se reporta que de todos los antibidticos evaluados, solo algunos se
hallan en los residuos, esto principalmente debido a que s6lo son unos de mayor uso por
la poblacion, y los demés antibidticos estan en concentraciones tan minimas que son
indetectables (Diwan et al., 2010).

A pesar de gque la concentracion hallada de amoxicilina es elevada en el afluente, en el
efluente se reduce su concentracion a un valor promedio de 1081 pg/L (Figura 6). Otros
estudios reportaron resultados similares en relacion a amoxicilina, pues es un metabolito
predominante en muestras de agua residual (Binh et al., 2018; Diaz-Cruz & Barcel0,
2006; Diwan et al., 2010; Nieto-Juarez et al., 2021). Estos resultados pueden ser debido
a que es un antibiético ampliamente usado para tratar infecciones respiratorias y sus
sintomas, incluso es automedicado por la poblacion, mas aun en el contexto de la
pandemia del COVID 19 (Gonzalez-Zorn, 2021). Por lo tanto, se detectan con frecuencia
sus residuos en muestras de aguas residuales.
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Tabla 1

TESIS EPG UNA - PUNO

Presencia de antibidticos y analisis del Test de Wilcoxon en aguas residuales en el

afluente y efluente de la planta de tratamiento de la ciudad de Cusco.

Promedio
Media Diferencia
Antibiético Abreviatura Fuente p-valor . de % de
Mo/l de medias »
remocion
] Afluente  7940.0 93.3
Ceftriaxona CFX 9.53E-05 7350.00
Efluente 590.0
o Afluente 914950 100.0
Amoxicilina AMX 1.91E-06 91495.00
Efluente 0.0
. . Afluente  2815.0 100.0
Trimetoprima TMP 9.46E-05 2815.00
Efluente 0.0
Afluente  1195.0 100.0
Sulfametoxazol SMT 0.000141 1195.00
Efluente 0.0
Afluente 350.0 -229.7
Dicloxacilina DCX 9.26E-05 -1445.00
Efluente 1795.0
) o Afluente 339700 65.5
Lincomicina LMC 9.56E-05 23170.00
Efluente 10800.0

En relacién a lincomicina, también se halld en elevadas concentraciones en el afluente

(33970 pg/L). Es frecuente la presencia de este antibiotico en muestras de agua residual,

ya que también se ha registrado en estudios similares 60.7+£0.44 (ng/L) (Chen, 2014). En

otra investigacion en la que se analizaron residuos de antibiéticos en el mismo lugar, se

encontrd lincomicina (0.28 pg/L), una concentracién mucho mas baja que la hallada en

este estudio (Nieto-Juarez et al., 2021), esta diferencia puede deberse a que los estudios

mencionados se realizaron antes o a principios de la pandemia, mientras que los

resultados de este estudio provienen del periodo propio de la pandemia, en los que se

reporta el amplio uso de antibioticos como lincomicina para combatir enfermedades

respiratorias como la neumonia, que fue una complicacion del COVID 19 (Forestieri et

al., 2021).
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Figura 6. Concentracion de residuos de antibiéticos en el afluente y el efluente.

En cuanto a ceftriaxona, se hall6 en promedio 7940 pg/L. En un estudio se evidencia que
el consumo de este antibidtico en contraste con el 2020 se incrementé en un 204%
(Gonzalez-Zorn, 2021). Ello corrobora su incremento en el consumo por la poblacion en

el contexto de la pandemia, lo que ha contribuido en la mayor cantidad de residuos en las
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aguas residuales. Asimismo, ya desde antes del COVID 19, este antibidtico se hallaba

con frecuencia en las aguas residuales de América latina (Reichert et al., 2019)

La cantidad de residuos de trimetoprima en el afluente de la planta de tratamiento de agua
de la Ciudad Cusco (PTAR) es en promedio 2815 ug/L, después del tratamiento de las
aguas residuales no se detecta este antibidtico, lo cual es positivo. Este es un antibiotico
deuso en la acuicultura, ganaderia, hospitales, fabricacion de productos farmacéuticos y
consumo domeéstico (Binh et al., 2018). Asimismo, este antibiotico asi como el
sulfametoxazol son considerados efectivos contra bacterias gran positivas y negativas
(Upmanyu & Malviya, 2020), por lo que su uso se incrementa ain mas.

El sulfametoxazol se hall6 en menores concentraciones (1195 pg/L) en el afluente, y en
el efluente no se detectd su presencia, lo que evidencia la eficiencia de la planta en la
remocion deeste compuesto. En un estudio que se realizé en una cuenca afluyente al lago
Titicaca, se evalud la presencia de sulfametoxazol y trimetoprima, y se hallaron elevadas
concentraciones en puntos cercanos a las zonas urbanas (46 a 106 ng/L) en la estacion
seca, mientras que en la estacion himeda se incrementa los valores (145 a 312 ng/L), para
luego disminuir con el recorrido del rio (Archundia et al., 2017) lo que evidencia que los

factores ambientales también influyen en su concentracion.

Como se ha descrito anteriormente, en la mayoria de los compuestos se tiene un descenso
en la concentracion en el afluente incluso no hallandose en algunos casos (Figura 6), lo
que representa eficiencia por parte de la planta de tratamiento. Sin embargo, en el caso de
la dicloxacilina se hall6 en un promedio de 350 pg/L en el afluente, mientras que en el
efluente se registr6 mayores concentraciones teniendo como promedio 1795 pg/L. Los
factores que pudieran explicar esto pueden incluir la eliminacion de antibi6ticos
adsorbidos en el material particulado durante el procesamiento de la muestra y el tiempo
de retencién hidraulica no contabilizado durante el muestreo. Cambios fisicoquimicos
durante el proceso de tratamiento que influyen en el comportamiento de adsorcion de los
antibidticos y, por lo tanto, afectan la relacion de particion entre las fases acuosa,
suspendiday sedimentaria, y entre la concentracion del afluente y efluente (Figura 6). La
acumulacién de ingredientes farmacéuticos activos, la disolucién bidtica o abidtica, asi
como la transformacién inversa y la desconjugacion de los productos metabdlicos de
regreso a los compuestos originales, pueden llevar a un aumento de las concentraciones
medidas en efluente (Haddad et al., 2015).
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Figura 7. Eficiencia de la planta en la remocion de antibioticos.

Respecto a la remocion de residuos de antibioticos en las aguas residuales contenidas en
el rio Huatanay, con el test de Wilcoxon al 95% de confianza se hallé que el tratamiento
de las aguas residuales en la PTAR influyen significativamente en la remocién de
ceftriaxona (p=0,000) eliminando el 93.3% de esta sustancia, amoxicilina (p=0,000)
eliminando el 100%, trimetoprima (p=0,000) eliminando el 100%, sulfametoxazol
(p=0,002) eliminando el 100% y lincomicina (p=0,000) eliminando el 65.5% de las
aguas residuales del rio Huatanay. Porgque en cinco de los seis residuos de antibidticos
fueron removidos en buenos porcentajes, incluso tres de ellos se removieron al 100%
(amoxicilina. ceftriaxona, trimetoprima y sulfametoxazol) (Figura 7). Evidenciando asi
la eficiencia de esta planta de tratamiento en la remocién de residuos de antibiéticos. Sin
embargo, en el caso de dicloxacilina la planta influy6 en su incremento en el efluente, lo
que no es novedad, pues en otros estudios se ha hallado resultados similares en relacion
a otros antibiéticos (Nieto-Juarez et al., 2021). Esto debido principalmente a fuertes
efectos matriciales (principalmente supresion de la ionizacion), lo que llevaria a notificar

concentraciones mas bajas en el afluente y més altas en el efluente (Botero-Coy et al.,
2018; Gracia-Lor etal., 2012).

Por lo que, se evidencio que las plantas de tratamiento de aguas residuales (PTAR) juegan
un papel importante en la eliminacion de residuos de antibiéticos. No obstante, se requiere
un tratamiento terciario adicional para la eliminacién completa de estos compuestos
(Carvalho & Santos, 2016). Ya que como se evidencid en este estudio, el tratamiento

existente no es suficiente para remover completamente estos compuestos del medio
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acudtico. Una alternativa sostenible y econémicamente viable puede ser los humedales
artificiales (Almeida et al., 2017), ya que su instalacion no quiere de elevada tecnologia
0 elevados costos (Chen, 2014).

Adicionalmente, antes del disefio de algun tratamiento, es necesario considerar las
caracteristicas fisicoquimicas de la muestra, dado que estas influenciaran en que los
residuos de antibidticos se depositen en los sedimentos o estén mas diluidos en el agua
(Jafari et al., 2020). Dado que, el ciclo de vida de los antibidticos en el ambiente se rige
por procesos bioldgicos y fisicoquimicos en los sistemas suelo-agua, particularmente la
estabilidad, la sorcion, la lixiviacion y la degradacion, que dependen de las propiedades
fisicoquimicas de los antibi6ticos (Tabla 2), y de otros factores ambientales (Carvalho &
Santos, 2016). Por lo que es necesario considerar estas caracteristicas cuando se vaya a
disefiar una planta de tratamiento a fin de que sea eficiente en el proceso de remocion.

Tabla 2
Caracteristicas fisicoquimicas de antibiéticos hallados en muestras de agua residual de

la planta de tratamiento de la ciudad de Cusco.

Peso o
o Solubilidad
Antibiético  molecular Log Kow PKa
(mg/L)
(9/mol)

Amoxicilina 365.41 3,430 0.87 3.2y11.7

Ceftriaxona 554.58 105

Dicloxacilina 470.327 2.50-2.80
Lincomicina 406.538 7.6
Sulfametoxazol 253.28 610 0.89 5.4

Trimetoprima 290.32

4.2 Evaluar lasensibilidad o resistencia de las cepas aisladas del rio Huatanay de
E. coli; Salmonella tiphy y Klebsiella pneumoniae frente a antibidticos encontrados
mediante analisis microbioldgicos.

4.2.1 Variaciones en la susceptibilidad a antibioticos encontrados en el rio
Huatanay de la cepa Escherichia coli

Al 95% de confiabilidad de la prueba T de student se concluye que el tratamiento de

las aguas residuales en la PTAR no influye significativamente en la resistencia
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microbiana de las cepas aisladas de aguas del rio Huatanay frente a los antibidticos:
amoxicilina, dicloxacilina y ciprofloxacino (p>0.05) (Tabla 3).

Tabla 3
Susceptibilidad de Escherichia coli, frente a antibiéticos hallados en las aguas

residuales de la ciudad de Cusco.

Antibi6tico Conc. Fuente  Sensible Intermedio Resistente T de student
Mg Frec. % Frec. % Frec. % (p-valor)

Amoxicilina 15 Afluente 0 0 6 100 0 0 1
Efluente 0 0 6 100 0 0

Dicloxacilina 1 Afluente 6 100 0 0 0 0 1
Efluente 6 100 0 0 0 0

Gentamicina 10 Afluente 6 100 0 0 0 0 0.014
Efluente 0 0 6 100 0 0

Lincomicina 2 Afluente 6 100 0 0 0 0 0.014
Efluente 0 0 6 100 0 0

Ceftriaxona 30 Afluente 6 100 0 0 0 0 0.014
Efluente 0 0 6 100 0 0

Cefalexina 30 Afluente 0 0 6 100 0 0 0.014
Efluente 0 0 0 0 6 100

Ciprofloxacino 5 Afluente 6 100 0 0 0 0 1
Efluente 6 100 0 0 0 0

Azitromicina 15 Afluente 0 0 6 100 0 0 0.014
Efluente 0 0 0 0 6 100

La mayoria de la contaminacion con genes y bacterias resistentes a antibioticos
proviene de los efluentes de las plantas de tratamiento de aguas residuales (Ben et al.,
2019; Novoet al., 2013; Reichert et al., 2019). Por lo que en gran parte de rios que se
hallan impactados por este tipo de descargas se hallaran este tipo de bacterias (Luo et
al., 2010). Dentro de ellas Escherichia coli es una bacteria que se usa ampliamente
para realizar pruebas de sensibilidad (Ben et al., 2019). Las bacterias pueden
desarrollar resistencia a traves de diversos mecanismos, tales como bomba de eflujo
TolC en E. coli, asi como la modificacion de los antibi6ticos y sus metabolitos por

enzimas (Kumar et al., 2019).

Los resultados en este estudio evidenciaron que E coli no muestra resistencia a
antibidticos a estos hallazgos (amoxicilina, dicloxacilina y ciprofloxacino). Sin
embargo, es conocido que la amoxicilina es un antibiético ampliamente estudiad o por
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su capacidad de generacion deresistencia bacteriana (Reichert etal., 2019). Asimismo,
en otro estudio con E. coli, se examind la capacidad multirresistente de esta bacteria,
hallandose en 90.6% como susceptible, 6% de intermedio, y 3.4% como resistente a
la amoxicilina+acido clavulanico (Larson et al., 2019). Adicionalmente, Sakkas et al.,
(2019) encontraron que E. coli evidencio capacidad resistente en un 79.2% de las
muestras (n=24) a los antibioticos amoxicilina +&cido clavulanico (20/10 pg).
Respecto a la amoxicilina, aqui no se demostro la resistencia bacteriana de E. coli;
aunque los estudios referenciados dan a conocer que si puede generar esta resistencia.
De la misma forma, en otro estudio en el que se aislé E. coli de aguas residuales
hospitalarias, mostré capacidad de multi-resistencia a antibiéticos como ampicilina
(81.8%), y amoxicilina+acido clavulanico (72.7%) (Dires etal., 2018). Asimismo, otro
estudio evidenci6 que un solo evento puede tener la capacidad de generar resistencia

bacteriana tal como lo demostraron con E. coli expuesta a diversos antibioticos, dentro
deellos ciprofloxacina (Helt etal., 2012)

De manera similar, otros estudios evidencian que la dicloxacilina genero resistencia
bacteria en E. coli a 2450 y 4000 ug/L (Rivera-Gutiérrez et al., 2020). Esto puede ser
debido a que las bacterias del estudio son provenientes de un efluente hospitalario, en
el cual se encuentra usualmente mayor cantidad de antibidticos, mientras que las
bacterias de este estudio fueron aisladas de la planta de tratamiento, en donde de forma
general la concentracion de antibidticos es menor. En relacién a amoxicilina, en esta
investigacion no se refiere respuesta de resistencia al antibiético a 15 pg. Sin embargo,
en otro estudio se evaluo la sensibilidad de E. coli a diferentes antibioticos, dentro de
ellos amoxicilina, en el primer estudio se hallé que era sensible e intermedio, mientras
que, en un segundo muestreo, después de cuatro meses, ya eran resistentes e
intermedios a 10 pg/L (Lopes etal., 2016).

Por lo tanto, el hecho de que en este estudio alin no se haya encontrado resistencia, no
implica que no haya riesgos, dado que probablemente esto puede cambiar en un futuro,
tal como lo reporta un estudio realizado en Cajamarca- Perd, en el que se analizaron
266 muestras que incluyeron muestras de embalses, agua potable de los hogares. De
ellos, en el 92.8% de muestras de los embalses se detectd E. coli y el 30.8% mostrd
resistencia a antibidticos principalmente a tetraciclina. Asimismo, se encontro E. coli

en 57.1% de muestras de agua de hogares, de los que el 18.6% evidenciaron capacidad
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multirresistente (Hartinger et al., 2021), demostrando asi que esta problematica se va
generalizando en el pais.

Por otra parte, residuos del antibiético gentamicina, influyen significativamente en la
resistencia microbiana de las cepas aisladas de aguas del rio Huatanay, observandose
en muestras del afluente sensibilidad y en el efluente un cambio a intermedio. De
manera similar, un estudio evidencié que la presencia de gentamicina (10 pg), en las
aguas residuales altero a E. coli, siendo considerada antes como sensible (Lopes et al.,
2016).

Respecto a lincomicina: E. coli demostrd sensibilidad en el afluente y en el efluente
un cambio a intermedio; con Ceftriaxona: se observé en la afluente sensibilidad y en
el efluente un cambio a intermedio; con Cefalexina: mostro en el afluente ser
intermedio y en el efluente un cambio a resistente; finalmente con Azitromicina: en el
afluente demostrd ser intermedio y en el efluente cambi6 a resistente.

De la misma forma, en un estudio en el que se evalu6 la resistencia de E. coli a
diferentes antibioticos, fue considerada como una bacteria multirresistente debido a
que evidenci6 caracteristicas de susceptibilidad a antibiéticos como ampicilina,
cefoxitina, Cefaclor Imipenem, Gentamicina, ciprofloxacina, Norfloxacina y
cloranfenicol (sensible) y para amoxicilina, cefalotina y estreptomicina (intermedio),
lo que muestra que la zona evaluada estaba contaminada con aguas residuales, de las

que provino esta bacteria, asi como con los residuos antibioticos que generaron esa
resistencia (Lopes et al., 2016).

Adicionalmente, el efluente de las aguas residuales puede contaminar los recursos
hidricos con las bacterias resistentes, tal como se reportd en este estudio. Al respecto,
en un articulo en el que se analizaron muestras de agua potable en la Cajamarca-Peru,
se hallo E. coli resistente a antibidticos (tetraciclina, ampicilina, sulfametoxazol-
trimetoprima, y acido nalidixico) (Larson et al., 2019). Lo que representa gran riesgo
para la salud.
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4.2.2 Variaciones en la susceptibilidad a antibioticos encontrados en el rio
Huatanay de la cepa Salmonella sp.

La salmonella sp. es una especie de amplia distribucion en aguas contaminadas con
aguas residuales, quien también al estar en contacto con residuos de antibidticos ha
desarrollado resistencia, principalmente a amoxicilina (Bhattacharjee, 2016). Los
resultados de este estudio demuestran que la resistencia microbiana de las cepas
aisladas de Salmonella sp en las aguas del rio Huatanay frente a los residuos de
antibidticos: amoxicilina, dicloxacilina, lincomicina, ceftriaxona, cefalexina y
ciprofloxacino antes del tratamiento en la PTAR, en un 100% de las muestras son
resistentes (Tabla 4). Adicionalmente, en otro estudio en el que se sometié a
salmonella a antibiticos como ciprofloxacina, evidencid6 que mayores
concentraciones pueden tener efectos toxicos en la salmonella (25 pg/l) (Ao et al.,
2018), debido a que este es un antibidtico de tipo bactericida (Kumar et al., 2019).

Tabla 4
Susceptibilidad de Salmonella sp. frente a antibiéticos hallados en las aguas residuales

de la ciudad de Cusco.

Antibidtico Conc. Fuente Sensible Intermedio Resistente
ug Frecuencia %  Frecuencia %  Frecuencia %

Amoxicilina 15  Afluente 0 0 0 0 6 100

Efluente 0 0 0 0 0
Dicloxacilina 1 Afluente 0 0 0 6 100

Efluente 0 0 0 0 0
Gentamicina 10  Afluente 0 0 6 100 0

Efluente 0 0 0 0 0
Lincomicina 2 Afluente 0 0 0 0 6 100

Efluente 0 0 0 0 0 0
Ceftriaxona 30  Afluente 0 0 0 0 6 100

Efluente 0 0 0 0 0 0
Cefalexina 30  Afluente 0 0 0 0 6 100

Efluente 0 0 0 0 0 0
Ciprofloxacino 5 Afluente 0 0 0 0 6 100

Efluente 0 0 0 0 0
Azitromicina 15  Afluente 6 100 0 0 0

Efluente 0 0 0 0 0
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Adicionalmente, cabe resaltar que esta especie es también conocida como multi-
resistente debido a su respuesta de resistencia frente a varios antibioticos, tal como lo
refirid un estudio en el que aislaron esta especie del excremento animal, del cual el
18% de las muestras aisladas tuvieron respuesta de multi-resistencia, es decir que
fueron resistentes a varios antibiéticos (Palhares et al., 2014). Adicionalmente, en otro
estudio en el que se aislo Salmonella de aguas residuales hospitalarias, se hallé6 que
esta especie tenia capacidad de multi-resistencia a antibioticos como ampicilina,

doxiciclina, eritromicina, ceftazidima, cefoxitina, y cloranfenicol (Dires et al., 2018).

De manera similar, en otro estudio en el que se aisl6 Salmonella de varios efluentes de
agua residual, presentaron resistencia a numerosos antibiéticos, como a
betalactamasas, cloranfenicol y quinolonas (Masarikova et al., 2016). Adicionalmente,
en otra investigacién en la que también se aisl6 Salmonella de muestras de aguas
residuales, esta bacteria mostré multi-resistencia a antibidticos, para tetraciclina
(47.5% de las bacterias aisladas) y sulfametoxazol (38.5%), seguido de ampicilina
(25.3%), estreptomicina (17.6%), cloranfenicol (CHL, 15.4%), gentamicina (11.3%)
y una baja resistencia respecto a norfloxacina (0.45%), ciprofloxacina (0.9%) y
cefotaxima (0.9%) (Zhang et al., 2019), lo que evidencia que esta especie tiene la

capacidad de resistir la presencia de antibiéticos simultaneamente.

Existen factores que contribuyen en el desarrollo de esta resistencia, dentro de ellos
los mas conocidos son dos mecanismos. Primero disminuir la concentracion del
antibidtico a un nivel inferior a la CIM de forma que no tenga un efecto inhibidor
significativo sobre la bacteria. Segundo alterar la diana del antibi6tico de manera que
ya no le afecte el antibiético a la bacteria (Bhattacharjee, 2016). Adicionalmente, en
Salmonella es la presencia de integrones, que son plataformas genéticas que posibilitan
a que las bacterias capten genes de resistencia a los antibidticos, tal como lo evidencia
Zhang et al., (2019), en el que hallaron que las bacterias que tenian integrones
desarrollaron mayor resistencia bacteriana que las que no las tuvieron.
Adicionalmente, en otro estudio también se hallé integrones en las bacterias resistentes
(Masarikova et al., 2016). Demostrando asi, que la presencia de integrones es uno de

los mecanismos de resistencia bacteriana.

Por otra parte, frente al antibidtico gentamicina antes del tratamiento la cepa de
Salmonella sp. es de sensibilidad intermedia y con respecto a la Azitromicina es
42
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sensible; sin embargo, después del tratamiento en el efluente no se aislo esta cepa por
lo que no se pudoevaluar si hubo cambios en la susceptibilidad a los antibi6ticos antes
mencionados. El tratamiento de las aguas servidas del rio Huatanay en la PTAR con
cloro, antes deevacuar el agua tratadaal lecho del rio nuevamente, es posible que haya
causado la ausencia la cepa Salmonella sp en las muestras de agua analizadas del
efluente. Por lo tanto, esto evidenciaria la efectividad del tratamiento de la planta de

tratamiento en relacion a esta cepa bacteriana.

4.2.3 Variaciones en la susceptibilidad a antibioticos encontrados en el rio

Huatanay de la cepa Klebsiella sp.

LaKlebsiella es otra bacteria que se aisla frecuentemente en muestras de agua residual
y fuentes contaminadas con aguas residuales, principalmente contaminadas con aguas
residuales hospitalarias (Loudermilk et al., 2022), y ademas demostrdé multi-
resistencia a antibiéticos (Ben et al., 2019; Kumar et al., 2019). Al 95% de
confiabilidad dela prueba de T de student se demuestra que el tratamiento de las aguas
residuales en la PTAR; influyen significativamente (p<0.05) en el perfil de
susceptibilidad microbiana de las cepas aisladas de Klebsiella sp. de aguas del rio

Huatanay frente a los antibioticos analizados (Tabla 5).

En relacién a la amoxicilina: en el afluente la Klebsiella presenta sensibilidad y en el
efluente un cambio a resistente. De manera similar, en el sur de Brasil se encontré que
la presencia de amoxicilina en las aguas residuales influyd en la aparicion de
resistencia bacteriana (Lopes et al., 2016). Adicionalmente, en otro estudio se hallé
que K. pneumoniae mostrd resistencia en un 75% de las muestras con
amoxicilina+acido clavulanico (Sakkas et al., 2019), pues la amoxicilina es un
antibidtico frecuentemente presente en las aguas residuales y no solo causa resistencia
en E. coli y Klebsiella, sino también en otras bacterias entéricas (Novo et al., 2013).
Adicionalmente Klebsiella vive en el ambiente manteniendo su capacidad de
resistencia, por ello se puede hallar en ecosistemas acuaticos contaminados con aguas

residuales, demostrando esa resistencia (Hartinger et al., 2021).
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Tabla 5
Susceptibilidad de Klebsiella sp. frente a antibidticos hallados en el afluente de las

aguas residuales de la ciudad de Cusco.

Antibidtico Conc. Fuente Sensible Intermedio Resistente T de student
Mg Frecuencia % Frecuencia % Frecuenci % (p-valor)
a

Amoxicilina 15  Afluente 6 100 0 0 0 0 0.001
Efluente 0 0 0 0 6 100

Dicloxacilina 1 Afluente 6 100 0 0 0 0 0.001
Efluente 0 0 6 100 0 0

Gentamicina 10  Afluente 6 100 0 0 0 0 1
Efluente 6 100 0 0 0 0

Lincomicina 2 Afluente 6 100 0 0 0 0 1
Efluente 6 100 0 0 0 0

Ceftriaxona 30  Afluente 6 100 0 0 0 0 0.001
Efluente 0 0 0 0 6 100

Cefalexina 30  Afluente 6 100 0 0 0 0 0.001
Efluente 0 0 0 0 6 100

Ciprofloxacino 5 Afluente 6 100 0 0 0 0 1
Efluente 6 100 0 0 0 0

Azitromicina 15 Afluente 6 100 0 0 0 0 1
Efluente 6 100 0 0 0 0

Respecto a los demas antibioticos, se tiene a la dicloxacilina: observandose en la
afluente sensibilidad y en el efluente un cambio a intermedio. Y en relacion a
ceftriaxona y cefalexina se hall6 sensibilidad en el afluente y en el efluente un cambio
aresistente. Por otra parte, no influyé significativamente (p>0.05) en la susceptibilidad
microbiana de las cepas aisladas de Klebsiella sp. de aguas del rio Huatanay frente a
los antibidticos: gentamicina, lincomicina, ciprofloxacino y azitromicina. En una
investigacion en la que se uso las mismas concentraciones de antibioticos empleadas
en este estudio, también se observd el desarrollo de la capacidad de resistencia de

Klebsiella pneumoniae en diferentes porcentajes un 100% para ceftriaxona (30 pg),
87.5% para ciprofloxacino (5 ug).

Como se ha descrito, esta bacteria es multirresistente, lo que también es corroborado
por la informacion cientifica existente (Kumar et al., 2019). Especie que se ha hallado

hasta en muestras de agua potable con esa capacidad resistente a antibidticos
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(Betalactamasas) (Larson et al., 2019). Incluso esta especie ha mostrado cierta
resistencia a fosfomicina, que es un antibiético que se usa para combatir las bacterias
multirresistentes a antibidticos (Kumar et al., 2019), por lo que también representa
riesgos para el ambiente y la salud humana. Las aguas residuales son una fuente
importante de bacterias resistentes a antibidticos (Masarikova et al., 2016), dentro de
ellos, las bacterias Escherichia coli, Salmonella sp. y Streptomices sp. son las que con
frecuencia se aislan de este tipo de aguas, principalmente si estas estan contaminadas

con residuos hospitalarios, tal como se comprobd en este estudio.

4.3 Parametros fisicoquimicos del afluente y efluente de la planta de tratamiento

En relacion a los parametros fisicoquimicos de la planta, de forma general en el ingreso
se aprecia pardmetros que indican una mala calidad del agua; sin embargo, en el efluente
se percibe una mejora en los pardmetros fisicoquimicos. Estos parametros fueron
comparados con los valores considerados para ecosistemas acuaticos (rios) por los
estandares de calidad ambiental del Perd (MINAM, 2017). Esta informacion puede
visualizarse en la Tabla 6, donde aun los parametros para el efluente estan por encima de

los valores considerados en los ECAs, aunque si mejord la calidad en contraste con el

afluente.

Tabla 6

Parametros fisicoquimicos de la calidad del agua en la planta de tratamiento de Cusco.
Parametros Afluente Efluente  ECAS Unidad
DBOs 537.25 307.75 10 mg/L
Coliformes
termotolerantes 35500000 3132.5 0.0001 mg/L
pH 8.37 7.92 6,5a9,0
Temperatura 16.9 17.1 A3 °C
Conductividad 1721.3 1609.65 1 000 uS/cm
Solidos totales 1468.5 896.5 <25 mg/L
Nitritos 0.024 0.2285 mg/L
Nitratos 2.095 2.115 13 mg/L
Turbidez 502.6 30.65 NTU
Caudales 754.875 637.265 L/s
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En los estudios en los que se evalla sobre la eficiencia de remocion de las plantas de
tratamiento de aguas residuales, en la mayoria de casos, las plantas de tratamiento
mejoran la calidad de las aguas residuales (Lopes et al., 2016; Prieto-Rodriguez et al.,
2012), aunque no con los valores esperados por la legislacion (MINAM, 2017), por lo
que como resultado se tiene ain mala calidad de aguas en el efluente, tal como también
lo reportd otro estudio en la misma planta (Masco, 2017). Por ejemplo, en el caso del
DBOs, aunque no cumple con los estandares exigidos por las leyes nacionales (537.25
mg/L), disminuye en gran manera a comparacion del afluente (307.75 mg/L). Lo mismo
en relacion a los coliformes termotolerantes, disminuye de 35500000 UFC del afluente a
3132.5 UFC en el efluente, de tal manera que esto sea algo aceptable para el ambiente.
De manera similar ocurre con la conductividad y los sélidos totales. Los Gnicos valores
que cumplen con la legislacion nacional es el valor de nitratos y el pH tanto en el afluente
y efluente. Por lo que de forma general la planta de tratamiento de la ciudad de Cusco
genera mejor calidad de agua y remocion de antibiéticos en comparacion con las plantas

de tratamiento existentes en la ciudad de Lima (Nieto-Juarez et al., 2021).

4.4 Impactos en la salud humana, producidos por los residuos de antibioticos en
aguas del rio Huatanay, opinion de expertos
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Ciertamente en opinidn de los expertos, la presencia de residuos de antibidticos en las aguas
residuales, son de especial interés debido a los riesgos relacionados a la salud humana, de
animales, plantas y los ecosistemas acuaticos (Figura 8). Reconocen que sobre todo su
presencia en el medio ambiente influye en la aparicion e incremento de resistencia
microbiana, con efectos por ejemplo en humanos y animales en el cambio de flora normal,
promoviendo la aparicién de cepas resistentes, genes de resistencia con alta posibilidad de
transmision, que dificultan el tratamiento de infecciones causadas por ellos, siendo un
problema de salud publica. O en plantas refieren la fitotoxicidad. Y sobre la acumulacién en
suelos mencionan que los riesgos potenciales relacionados con el medio ambiente y la salud
humana son innegables, como ejemplo pueden generar cambios de pH de los suelos,
nutrientes y salinidad que favorecen la aparicion de bacterias resistentes e inducen
resistencia a los antimicrobianos en bacterias sensibles.

De la revision bibliografica concluimos entonces que la razon principal para explicar la
presencia de farmacos en las aguas se encuentra en su amplio consumo y en la remocion
incompleta en las plantas de tratamiento de aguas residuales (PTAR); por lo tanto, los
residuos de medicamentos llegan a las aguas superficiales (SO) (Couto et al., 2019; Pefia-
Guzman etal., 2019), aguas subterraneas y agua de mar (Hernandez et al., 2019a; Alygizakis
et al., 2016) con el consiguiente impacto en su calidad. Dentro del amplio grupo de
compuestos farmacéuticos, los antibidticos son los que mas preocupan debidoa los impactos
negativos que pueden generar sobre los ecosistemas acuaticos y la salud humana, por
ejemplo, el desarrollo de cepas de resistencia microbiana provocadas por el vertido de aguas
residuales a los cuerpos de agua (Kairigo et al., 2020; Ben et al., 2019). Ilustrativa de esta
preocupacion, como referencia es la inclusién de varios productos farmacéuticos en la Watch
List de la Union Europea (UE), recientemente actualizada (UE, 2020). En esta lista se
incluyen nueve farmacos y un metabolito, de los cuales cuatro son antibi6ticos (amoxicilina,

ciprofloxacina, sulfametoxazol, trimetoprima).

4.5 Influencia de la planta de tratamiento de aguas residuales del rio Huatanay, San
Jeronimo Cusco, segun opinién de expertos
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Basados en la opinion de expertos, sobre la influencia del tratamiento de aguas residuales en
laPTAR y la presencia o ausencia de residuos de antibidticos en cantidades importantes con
efecto sobre el medio ambiente y la salud humana. Plantean que se produce una remocion
parcial o ineficiente de estos residuos emergentes, asi como sus metabolitos y productos de
biodegradacion, y que se requiere la aplicacion de tecnologias de tratamiento avanzadas y
especificas para la mayor tasa de eliminacion y opciones de reutilizacion de agua segura
(Figura 9). Independientemente del hecho de que estas plantas de tratamiento de aguas

residuales no estan disefiadas para eliminar este tipo de sustancias.
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CONCLUSIONES

1. Los andlisis de las muestras de agua provenientes de la planta de tratamiento de la ciudad
de Cusco, muestran que estan contaminadas con residuos de antibioticos. Registrandose
valores medios en el afluente de: amoxicilina, (91495 ug/L); lincomicina (33970 ug/L);
ceftriaxona (7940ug/L) trimetoprima (2815 pg/L); sulfametoxazol (1195 pg/L) y
dicloxacilina (350ug/L). Los antibiéticos que se encuentran en mayor concentracion son:
amoxicilina y lincomicina; mientras que trimetoprima, sulfametoxazol, ceftriaxona y
dicloxacilina, son los que se registran en menor cantidad. En relacion al efluente, solo se
hallan ceftriaxona dicloxacilina y lincomicina en menor concentracion, lo que evidencia
que la planta de tratamiento es eficiente en remover la mayoria de los antibi6ticos.

2. Respecto a la generacion de resistencia antibioticos, las bacterias muestran capacidad de
resistencia en el efluente mas no en el afluente. La bacteria Escherichia coli es resistente
en el efluente a cefalexina y azitromicina. Salmonella sp. es resistente a amoxicilina,
dicloxacilina, lincomicina, ceftriaxona, cefalexina y ciprofloxacino. Finalmente, en
relacion a Klebsiella sp. es sensible en el efluente a Amoxicilina, Ceftriaxona y
Cefalexina. Esto evidencia que el tiempo de contacto entre los residuos de antibidticos y
las bacterias locales, ejerce influencia en la generacion de bacterias con resistencia a

antibioticos.
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RECOMENDACIONES
Incluir en los monitoreos de calidad de aguas del efluente los anélisis de residuos de
antibidticos. Asi como un tratamiento que implique la remocion de estos compuestos de

aguas residuales segln presupuesto.

Incluir monitoreos de calidad de aguas, andlisis de identificacion de bacterias resistentes a

antibioticos.
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ANEXOS
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ANEXO 1
a) Muestreo de aguas residuales y b) Rotulado de las muestras de agua en la planta de
tratamiento de la ciudad de Cusco.
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ANEXO 2
a) Rotulado de las muestras para su adecuada identificacion. b) Muestra rotulada
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ANEXO 3
Preparacion de las muestras para su traslado al laboratorio para su posterior analisis.
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ANEXO 4
a) Analisis de muestras en el laboratorio de la UNSAAC de Cusco. b) Deposito de las

muestras en los viales, previo al analisis.
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ANEXO 5.
Picos cromatograficos de los antibi6ticos analizados
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ANEXO 6

a) Curva de calibracion para amoxicilina y b) lincomicina.
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ANEXO 7

Analizando las muestras en el cromatografo.
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ANEXO 8
Parametros fisicoquimicos medidos en el afluente y efluente de la planta de tratamiento de

aguas residuales de la ciudad de Cusco.

Parametro Afluente Efluente Unid.
Método de ensayo
28 abril21 05julio 2021 28abril21 05 julio 2021

Demandabioquimica SMEWW-APHA-AWWA WEF-5210 B-

deoxigeno (DBOs)  23°ed-2017 500 574.5 41 34.6 mg/L
Coliformestermo- SMEWW-APHA-AWWA WEF-9221 B-
tolerantes 23%ed-2017 1.3*107 5.8*107 5.4*103 8.65*102 mg/L
pH Medicién directa con equipo 8.44 8.3 8.04 7.8
Temperatura Medicién directa con equipo 18.3 15.5 18.7 15.5 °C
Conductividad Medicién directa con equipo 1749 1693.6 1587 1632.3 uS/cm
SMEWW-APHA-AWWA WEF-2540 B-
Solidos totales 23%ed-2017 1476 1461 908 885 mg/L
Nitritos HACH 0.010 0.038 0.226 0.231 mg/L
Nitratos HACH 1.69 2.500 2.21 2.020 mg/L
Turbidez Medicion directa con equipo 487 518.2 31.8 29.5 NTU
Caudales ESCADA 839.72 670.03 659.29 615.24 L/s
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ANEXO 9
Resultados de residuos de antibidticos en el afluente de la planta de tratamiento de aguas

residuales de la ciudad de Cusco.

UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN ANTONIO ABAD DEL CUSCO

FACULTAD DE CIEENCIAS
LASORATORIO DE CROMATOGRAFIA Y ESPECTROMETRIA — Pobelion de Corsrol de Colidod
AV. Da bz Culturs 733 CUSCO-PERU Contocte 97386BE33

RESULTADOS
Cusco, 04 de Noviembre del 2021
Solicitantes : Tatiana del Castlio de Loayza
Tipo de Anafisis : Determinacion de Fanmacos en aguas residuales
Método : Cromatogra®a Liquida de alta resolucion HPLC-DAD
Tipo de Muestras : Aguas residuales
Cantidad de Muestra - 10 Frascos con a 500 ml de cada uno

Almacenamiento c4°C.
mg/100mL Muestra
Afluents CFX AMX TMP SMT DCX LMCAMX

AF-01 1 181 1267 035 035 0.04 3.88
2 180 1268 D33 030 0D4 402
Prom 181 1268 0.34 037 0.04 3.85
AF-02 1 058 838 0.12 000 D05 266
2 058 820 0.18 0.01 DO4 257
Prom 058 820 0.12 001 D04 262
AF-03 1 070 948 031 002 008 351
2 087 943 030 002 005 320
Prom 089 946 030 002 005 336
AF-D4 1 041 755 028 000 002 3865
2 041 757 028 000 002 362
Prom 041 756 0.22 000 002 363
AF-05 1 172 744 023 0.18 0O7 428
2 88 741 D22 0.16 0.07 422
Prom 1.70 742 022 017 007 425
AF-06 1 075 600 028 0.14 007 6.50
2 071 884 D26 013 DOS B.21
Prom 0.73 802 026 0.14 D08 640
AF-07 1 066 1073 041 0.14 D02 252
2 084 1065 D41 014 002 233
Prom 085 10.62 D41 0.14 003 243
AF-08 1 016 785 021 013 0058 231
2 084 854 D23 0.10 004 214
Prom 040 825 0.22 0.11 005 223
AF-08 1 057 938 028 008 -002 100
2 067 933 027 008 -002 201
Prom 082 936 027 008 -002 200

AF-10 1 035 882 03t 007 -006 2
2 037 8863 031 007 DOS 340
Prom 036 887 0.3t 007 -001 3M

Quim. Jorge Choguenalra Part
Armiata del Latontoric de Cronmetografie y
Espectromeinia - UNSAAC
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ANEXO 10
Resultados de residuos de antibidticos en el efluente de la planta de tratamiento de aguas

residuales de la ciudad de Cusco.

UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN ANTONIO ABAD DEL CUSCO

FACULTAD DE CIENCIAS
LABORATORIO DE CROMATOGRAFIA Y ESPECTROMETRIA — Pabelion de Cortrol de Colidod
AV. De la Cultura 733 CUSCO-PERU Contecte 9738688353

BRESULTADOS
mg/100mL Muestra
Efuenie CFX DCX LMC/AMX
EF-01 0286 026 1.00

1
2 030 026 ODee
Prom 020 026 1.00

EF-02 028 026 1.00
0.30 026 D.g2

Prom 020 0.26 1.00

[ R

EF-03 1 0.00 0.10 1.37
2 000 0.00 1.30
Prom 0.00 000 1.33

EF-04 1 000 010 1.27
2 000 018 1.27

Prom 0.00 0.12 1.27

EF-05 1 000 020 1.24
2 000 020 1.1

Prom 0.00 020 1.20

EF-06 1 000 013 125
2 000 0.13 1.23

Prom 000 013 1.24

EF-07 1 000 030 1.2
2 000 020 1.18

Prom 0.00 022 1.21

EF-08 1 000 0.10 1.03
2 000 010 0.gs

Prom 0.00 0.10 1.00

EF-00 000 0.15 0.80

1 -

000 015 073
Prom 0.00 0.15 0.77

EF-10 1 0.00 0.12 0.82
2 000 0.1 0.76
Prom 0.00 0.12 0.7¢

Nota: La identificacion se baso mediante &l analisis de los especros UV de cada pico de 1z muestra
eluido (cromatograma) los cuales fueron comparados mediante &l software del sistema con los
espectros de 8 estandares, para la cuantificacion se uso el drea de los picos identificados y |3 ecuacion
de la curva de calibracion de 8 estandares

Quim. Jorge Chogquenaka Parl
Armista del Latonsiore de Crometografie y
Esgectiomeliia — LNSAAL
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