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RESUMEN

La calidad bacteriolégica del agua de regadio se ve afectada por contaminantes antropogénicos
y biolégicos como metales pesados y enterobacterias presentes en el agua superficial que
puede ser impactada por aguas residuales, principalmente. En este estudio, se evalué muestras
de agua de regadio de veintidos (22) puntos de muestro de cuatro (4) zonas de cultivos de
vegetales de tallo alto y tallo bajo de la zona de Lima-Este en los meses de octubre a diciembre
del 2020. Se utilizé al indicador microbioldgico Escherichia coli en base al Estandar de Calidad
Ambiental para Agua (ECA-Agua) del Decreto Supremo N° 004-2017-MINAM. Para la
enumeracion de Escherichia coli se utilizd la Tecnologia de Sustrato Definido (DST®)
Colilert®-18, que se sustenta en la accion de las enzimas B-D-glucuronidasa y
B-D-galactosidasa especificas de E. coli sobre el sustrato cromogénico, liberando la molécula
indicadora (fluorescente). El resultado del total de las muestras (100%) superaron lo establecido
en el Decreto Supremo N° 004-2017-MINAM para este tipo de aguas (Categoria 3: D1: Agua
para riego de vegetales). Los resultados indican que estos cultivos irrigados con aguas con alta
numeracion de Escherichia coli son un peligro para la inocuidad alimentaria ya que los
productos cultivados en estas zonas son vegetales de tallo corto y mayoritariamente se
consumen crudos, generando enfermedades de transmisién alimentaria (ETAs). En conclusion,
esta investigacién demuestra que existe una alta contaminacion del agua de regadio en la zona
de Lima - Este. El uso de esta metodologia basada en la Tecnologia de Sustrato Definido
(DST®) permite obtener resultados confiables y reproducibles, volviéndose una técnica de facil
empleo para la determinacion de este indicador, no habiendo reportes de estudios a nivel
nacional utilizando esta metodologia. Los resultados de este trabajo ponen en evidencia la
necesidad de un control de las aguas utilizadas para regadio, haciéndolas seguras para

contribuir a la salud publica.

Palabras Clave: Escherichia coli, agua de regadio, ECA-Agua, Colilert®-18, Lima-Este,

vegetales de tallo corto.



ABSTRACT

The bacteriological quality of irrigation water is affected by anthropogenic and biological
pollutants such as heavy metals and enterobacteria present in surface water that can be
impacted by wastewater, mainly. In this study, twenty-two (22) points of four (4) zones of
high-stem and low-stem vegetable crops of the Lima-East zone were evaluated in the months of
October to December 2020. The microbiological indicator Escherichia coli based on the
Environmental Quality Standard for Water (ECA-Water) of Supreme Decree
N°004-2017-MINAM. For the enumeration of Escherichia coli, the Defined Substrate Technology
(DST®) Colilert®-18 was used, which is based on the action of the Escherichia coli-specific
B-D-glucuronidase and p-D-galactosidase enzymes on the substrate chromogenic, releasing the
reporter molecule (fluorescent). The result of the total samples (100%) exceeded that
established in Supreme Decree N°004-2017-MINAM for this type of water (Category 3: D1:
Water for irrigation of vegetables). The results indicate that these crops irrigated with waters with
a high number of Escherichia coli are a danger for food safety since the products grown in these
areas are short-stemmed vegetables and are mostly consumed raw, generating foodborne
diseases (ETAs). In conclusion, this research shows that there is high contamination of irrigation
water in the Lima - East area. The use of this methodology based on Defined Substrate
Technology (DST®) allows to obtain reliable and reproducible results, becoming an easy to use
technique for the determination of this indicator, there being no reports of studies at the national
level using this methodology. The results of this investigation highlight the need to control the

waters used for irrigation, making them safe to contribute to public health.

Key Words: Escherichia coli, irrigation water, ECA-Agua, Colilert®-18, Lima-East,

short-stemmed vegetables.



.  INTRODUCCION

1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El agua de regadio es utilizada para mitigar las necesidades hidricas de los cultivos, estas
provienen de forma natural, ya sea por precipitacion, por formar parte de cuerpos de agua
cercanos, por la humedad del propio suelo o de forma no natural como el uso de aguas
residuales tratadas o no tratadas. Respecto a ello, el ultimo IV Censo Nacional Agropecuario
realizado el 2012, menciona que la superficie agricola cultivada en el Peru es de 7 125 007
hectareas, de las cuales el 63.8% es por secano, principalmente en la sierra y selva; y el 36.2%
es por riego, por lo general en la costa, asi mismo, los departamentos que tienen la mayor
cantidad de hectareas cultivadas son San Martin, Junin y Cajamarca (Instituto Nacional de
Estadistica e Informatica (INEI), 2013).

En nuestro pais se sabe que las técnicas utilizadas para el riego son por superficie,
aspersion y riego localizado, donde la primera es la mas utilizada. También, se utilizan como
fuentes a las aguas superficiales (1 054 hectareas), aguas subterrdneas y aguas
superficiales-subterraneas mixta, del mismo modo se usan aguas residuales de forma directa
(AQUASTAT - FAO’s Global Information System on Water and Agriculture, 2015).

Debido a que nuestro pais posee una cantidad razonable de hectareas para la produccién
de cultivo, se debe de tomar en cuenta a los indicadores microbiolégicos ya que su presencia
nos da una nocion de la calidad bacteriolégica del agua. En base a ello, la presencia de
microorganismos en este tipo de agua hoy en dia son un problema en la produccién primaria de
vegetales de tallo alto y tallo bajo en el Perl, teniendo a Escherichia coli como el principal
parametro microbioldgico a analizar, pues su presencia indica una contaminacién fecal reciente,
una posible presencia de otros microorganismos patégenos y saneamiento deficiente (Odonkor
& Ampofo, 2013). De hecho, la presencia de bacterias coliformes, dentro de ellas E. coli,
denotan falta o tratamiento deficiente del sistema de almacenamiento y distribucién del agua
utilizada para los cultivos; ya que por lo general estos microorganismos se suelen encontrar en
el intestino de humanos y animales de sangre caliente, ademas en el suelo y agua fresca
(Banciu et al., 2021).

Por otro lado, en el ambito nacional cada dia es mas comun observar a la poblacién optar

por una dieta mas saludable y accesible, por ello consumen vegetales y frutas, sin embargo,



muchas veces estos son las principales fuentes de peligro para la salud ya que pueden
contener agentes biolégicos, quimicos o fisicos que son perjudiciales. Principalmente, los
productos de consumo crudo contaminados son factores importantes que suman a las
enfermedades de transmision alimentaria (ETAs), ya que estos suelen ser portadores de
microorganismos patdégenos como bacterias, virus, protozoarios y helmintos (Pachepsky et al.,
2011; Rusinol et al., 2020). Por ejemplo, en nuestro pais esta ocurriendo un incremento de este
tipo de enfermedades, teniendo como agentes causales a Salmonella sp y E. coli en provincias
como Lima, Cusco y Cajamarca principalmente; sin embargo, de todos los casos reportados a
nivel nacional por alguna sintomatologia gastrointestinal, solo se llega a determinar al agente

causal en el 40% aproximadamente (Borgono Espinoza, 2019).

El uso mas importante que se da al agua es para la agricultura, principalmente para la
generacion de cultivos y crianza de animales (Markland et al., 2017). Sin embargo, puede verse
afectado por agentes biolégicos logrando transmitir microorganismos hacia los productos
agricolas, sobre todo de consumo crudo o semicrudo, ocasionando problemas
gastrointestinales, por tanto, el agua no segura es considerada como el principal factor de
riesgo en la produccién primaria y cosecha de productos agricolas frescos (Allende &
Monaghan, 2015). Debe sefalarse que en todo el mundo a lo largo de los afios se ha
presentado brotes ocasionados por E. coli patogénica, entre los afios 2006 y 2015,
atribuyéndose al consumo de alimentos no cocidos y contaminados (Yang et al., 2017), ademas
se suma la presencia del protozoario parasito Cyclospora cayetanensis en agua de regadio
(Kahler et al., 2021). Asi mismo, una mala gestién del agua y falta de desinfeccién pueden
generar brotes, tal es el caso de lo sucedido en Corea del Sur donde se encontré a jévenes que
presentaban sintomas gastroenterolégicos ocasionados por E. coli enterohemorragica, E. coli
enteropatégena y E. coli enteroagregativa después de la ingesta de alimentos a base de

vegetales y bebidas contaminadas (Park et al., 2018).

Cabe resaltar que ademas del agua de regadio, en los cultivos se utilizan biofertilizantes,
debido a sus caracteristicas nutritivas y no nocivas hacia el medio ambiente, sin embargo, si
estos no han sido debidamente tratados podria generar la presencia de microorganismos
patdégenos ocasionando de esa manera que la tierra, semillas y germinaciones se vean
expuestas a estos patdogenos e interfieran con la seguridad alimentaria (International
Commission on Microbiological Specifications for Foods (ICMSF), 2011). Por ejemplo, un

estudio realizado en Cajamarca hace mencién que hortalizas como el perejil, lechuga y rabanito



expendidos en mercados locales de este departamento presentaban recuentos altos de
coliformes fecales y E. coli, posiblemente a raiz del uso de heces de ganado como fertilizantes

y el agua de riego sin tratar (Rivera-Jacinto et al., 2009).

La contaminacién de los vegetales de tallo alto y tallo bajo es producto muchas veces
del tipo de cultivo, del método de cultivo, del tipo de riego, de la recoleccion, el empacado vy la
distribucion. Igualmente, la microbiota que esta presente en la mayoria de estos cultivos va a
depender del origen de las semillas, del tipo de suelo y del agua de regadio que se esta
utilizando (ICMSF, 2011). En muchos lugares de Lima-Este y en casi todo el Perq, los cultivos
se realizan a campo abierto, exponiendo asi a que las semillas y las germinaciones incipientes

estén expuestas a contaminantes ambientales, bioldgicos y antropogénicos.

Uno de los principales problemas que se tiene en el sector agrario en nuestro pais es
que por lo general durante las operaciones de siembra y cosecha no se hace uso de
herramientas de trabajo higienizadas, empleando en algunos casos animales para dichas
actividades o uso de mejoradores de suelo no tratados, lo que genera una contaminacion
adicional a la que podria prevenir del agua de regadio. En efecto, el problema con el agua que
se utiliza para regadio radica en que estas son unas de las principales vias de contaminacion,
dependiendo del origen o procedencia (Barak & Schroeder, 2012; Gekenidis et al., 2018;
Pachepsky et al., 2011). Asi mismo, en zonas rurales ya sea en provincias o zonas alejadas de
Lima existe un sistema deficiente de alcantarilado y agua potable, ademas de la poca
generacién de aguas residuales tratadas para la agricultura, es por ello que los agricultores
suelen utilizar aguas superficiales o agua de pozo lo cual nos indica que existiria un riesgo de
contaminacién por ingreso de microorganismos (Garcia etal., 2015) o cualquier sustancia
extrafia, debido a que las primeras estan expuestas a la presencia de animales menores y
mayores; en el caso de las aguas de pozo, por lo general no estan tan expuestas como las
primeras, pero éstas pueden verse afectadas cuando no se les da un buen tratamiento de
desinfeccion, o cuando exista alguna fuga o deterioro de sus paredes (ICMSF), 2011). En
adicién, la mayoria de las unidades hidrograficas existentes en nuestro pais se ven
contaminados por causas naturales como la propia naturaleza y presencia de metales pesados
en el suelo de los cauces; y de forma antropogénica, por el mal uso de agroquimicos, la
existencia de la mineria ilegal, por pasivos ambientales, vertimientos de aguas residuales no

tratadas y por el manejo inadecuado de residuos solidos (Aquino Espinoza, 2017). Se sabe que



en Lima se suelen usar aguas provenientes de rios como el rio Rimac, el cual puede verse
afectado por relaves mineros, aguas residuales no tratadas y cualquier otro contaminante,
teniendo asi la presencia agentes biologicos patégenos (Romero et al., 2021; Bautista et al.,
2018).

Algo similar ocurre con las aguas residuales que también son utilizadas en el riego de
cultivos, no solo en nuestro pais sino a nivel mundial, ya que muchas veces estas aguas no han
pasado por un tratamiento previo que disminuya la carga microbiana generando asi un peligro
para los agricultores, personas que viven a zonas aledafias y que consumen estos productos
sin cocinar; no obstante, la prevalencia y concentracion de microorganismos patégenos en este
tipo de aguas suele ser menor que los microorganismos indicadores (Pachepsky et al., 2011).
Particularmente en nuestro territorio el reiso de las aguas residuales tratadas se utilizan en su
gran mayoria (63.61%) para el riego de parques, jardines, pistas, vegetales, entre otros (Aquino
Espinoza, 2017).

Con respecto a la situacién de Lima-Este se conocen que existen diversas zonas que se
dedican a la siembra de hortalizas, entre los cuales tenemos a Lactuca sativa (lechuga), Beta
vulgaris (acelga), Spinacia oleracea (espinaca) y Coriandrum sativum (cilantro), entre otros que
son expendidos en los mercados locales o consumidos por los propios agricultores. Estos
cultivos suelen ser irrigados con aguas superficiales o de pozo que muchas veces no tienen
una correcta o ninguna desinfeccion, también se suelen usar aguas provenientes del rio Rimac
y aguas residuales tratadas, como es el caso de la Asociacidén de Agricultores de Ate que usan
las aguas municipales tratadas de la Planta de Tratamiento de Santa Clara, debido a su

cercania a las areas de sembrio (Aquino Espinoza, 2017).

En efecto, tener agua para riego de calidad junto con el uso de las Buenas Practicas
Agricolas (BPA) es de suma importancia al momento de controlar la contaminacion en la
produccién primaria (ICMSF, 2011), sin embargo, aun cuesta adecuarse a estas y dar a conocer

la existencia y buen manejo de ellos.

En base a ello, con el objetivo de conocer la calidad bacteriolégica de las aguas de riego de
vegetales se busca indicadores microbioldgicos, como E.coli en base a métodos tradicionales
como los de fermentacion de tubos multiples y la técnica de filtracién por membrana (Gianoli
et al., 2018; Mufioz Ayala, 2017). La Tecnologia del Sustrato Definido (DST®) a diferencia de

los primeros, se basa en hidrdlisis enzimatica con la participacion de enzimas como la



B-D-galactosidasa para detectar bacterias coliformes y p-D-glucuronidasa para detectar E. coli
(ISO 9308-2:2012, 2012). Ademas, permite analizar aguas que poseen materia organica
suspendida y con un alto contenido de bacterias heterotroficas. Diferentes estudios plantean el
uso de la Tecnologia de Sustrato Definido (DST®) (Colilert®-18) como alternativa a los métodos
tradicionales, pues permite obtener recuentos mayores sin necesidad de diluir la muestra
problema (Bonadonna et al., 2007; Pitkanen et al., 2007). Utilizar esta tecnologia (DST®) en
muestras de aguas con alta carga microbiana, como las de este trabajo es de gran ayuda, al
ser un método altamente sensible y especifico por su sustento técnico permite obtener
resultados confiables. Muchas investigaciones reportan que la precisiéon y selectividad que
presenta Colilert®-18 (DST®) gracias a los sustratos presentes en su medio le permiten
distinguir facil y rapidamente a coliformes totales y E. coli de otros microorganismos presentes
en muestras de aguas superficiales, potables o recreacionales, inclusive de aguas no
desinfectadas (Bonadonna etal., 2007; Horman & Hanninen, 2006; Pitkanen et al., 2007,
Tryland & Fiksdal, 1998; Vergine et al., 2017). Colilert®-18/Quanti-Tray para el analisis de
aguas, tiene una sensibilidad y especificidad al 100% para coliformes totales y para E. coli 99%
y 100%, respectivamente (ISO 9308-2:2012, 2012).

1.1. FORMULACION DEL PROBLEMA

¢ Sera que las aguas de riego para vegetales de tallo alto y tallo bajo utilizadas en cuatro
zonas de Lima — Este, no cumplen con el Estandar de Calidad Ambiental para Agua
(Categoria 3, D1: Riego de vegetales) establecido por el Decreto Supremo N°

004-2017-MINAM respecto a la numeraciéon de Escherichia coli?
2. JUSTIFICACION

2.1. JUSTIFICACION TEORICA

En nuestro pais la mayor parte de la demanda de agua es para la actividad agricola,
teniendo a la region del Pacifico (Costa) con la mayor demanda, pese a ser una regién con
escasos recursos hidricos (Aquino Espinoza, 2017), por ello los agricultores suelen utilizar
cuerpos de agua cercanos a sus fundos, principalmente rios o sistemas de almacenamiento,

que por lo general suelen estar contaminados.



Por ello, hacer referencia a la calidad del agua es tomar en cuenta factores fisicos,
quimicos y biologicos asociados al agua y, ver la relacién e interaccion que éstos tienen con el
medio ambiente y sus componentes. Entre los principales microorganismos asociados a la
calificacion bacteriologica del agua tenemos a los miembros de la familia Enterobacteriaceae,
principalmente a los coliformes totales y coliformes termotolerantes como Escherichia coli, que
suponen contaminacién fecal reciente y estan asociados con la presencia de microorganismos
patdgenos (Rios-Tobdén et al., 2017). Por lo general, los coliformes estan presentes en la
microbiota de los seres humanos y animales y llegan a los cursos de agua a través de las
excretas; algunas cepas de E. coli, denominadas diarreogénicas ocasionan infecciones en el

tracto gastrointestinal (Govindarajan et al., 2020).

Asi mismo, la importancia de conocer la carga microbiana que tienen las aguas
utilizadas para irrigar alimentos que se consumen especialmente de forma cruda radica en que
muchas de ellas transportan microorganismos patégenos que causan las conocidas
Enfermedades de Transmisién Alimentaria (ETAs) producto del empleo de agua de regadio
contaminada. Cerca de 420 000 personas mueren anualmente a causa de diferentes agentes
como bacterias, virus, parasitos, toxinas o productos quimicos asociados a las enfermedades
de transmision alimentaria (World Health Organization (WHO), 2015).

En ese sentido, la presencia de E. coli en el agua de regadio es de suma importancia en
un pais agricultor como el nuestro, debido a las caracteristicas antes mencionadas, el estar
asociado a una calidad sanitaria deficiente del agua y generar enfermedades gastrointestinales
importantes de transmision alimentaria (ETAs); a esto se suma la ausencia de las Buenas
Practicas Agricolas (BPA), el sistema de almacenamiento de agua precario y la falta de

tratamiento de estos sistemas.

2.2. JUSTIFICACION PRACTICA

Es conveniente mencionar que los estudios realizados sobre aguas de riego para vegetales
de tallo alto y tallo bajo en nuestro pais han utilizado los métodos tradicionales como los de
membrana filtrante o fermentacion en tubos mudltiples, sin embargo, estas técnicas suelen
necesitar personal capacitado para realizarlo, contar con un amplio ambiente de laboratorio,
tener una financiacién econémica debido a los altos costos de los medios de cultivo y equipos

de laboratorio. Por otra parte, las nuevas técnicas como la de Tecnologia de Sustrato Definido



(DST®) garantizan resultados pues permiten recuperar microorganismos estresados en una
muestra de agua (Julian etal., 2015). Adicionalmente, la ventaja de tener resultados
confirmados en solo 18-24 horas. En particular esta tecnologia tiene una sensibilidad y
especificidad comparables con las metodologias tradicionales, e inclusive pueden ser mejores
debido al sustento técnico. La sensibilidad de Colilert®-18/Quanti-Tray es 100% para la
deteccion de coliformes totales y E. coli; y la especificidad es de 100% y 99% para coliformes
totales y E.coli, respectivamente (ISO 9308-2:2012, 2012). Nuestra investigacion es pionera en
el pais empleando la Tecnologia del Sustrato Definido (DST®) para la enumeraciéon de E. coli
en aguas de regadio; este método es sensible, rapido, econémico y aprobado por los
organismos pertinentes como Agencia de Proteccion Ambiental de los EE. UU. (EPA) (IDEXX
Laboratories, 2013), Métodos estandares para el analisis de agua y aguas residuales (Standard
Methods For the Examination of Water and Wastewater, 2018) y la Norma 1SO 9308-2: 2012
(1SO 9308-2:2012, 2012).

Il. ESTADO DEL CONOCIMIENTO

Es de conocimiento que la mayor actividad productiva que genera demanda en nuestro
territorio es el agua consuntiva aprovechado para la agricultura, teniendo un total de 23 165.79
hm®afo cuyo mayor volumen es utilizado en la costa, seguido del consumo poblacional,
2319.74 hm®afio, sin embargo, esta misma actividad produce bajas cantidades de aguas

residuales tratadas (1.83 hm®ario o 0.40%) (Aquino Espinoza, 2017).

Inclusive el uso de aguas residuales domeésticas, municipales e industriales tratadas son
destinadas en su mayoria al riego, teniendo asi que 80 657 hm?* (63.61%) de estas son para el
riego de especies forestales de tallo alto, areas verdes y productos agricolas (Aquino Espinoza,
2017). Por ejemplo, en la Cuenca del Rio Rimac se tiene a las Plantas de Tratamiento de
Aguas Residuales de Carapongo, San Antonio de Carapongo y Santa Clara en estado actual de
operacion que suministran por lo general a terrenos agricolas debido a que estan cerca a areas
de sembrio (Observatorio del Agua Chillén Rimac Lurin (OA CHIRILU), 2017). No obstante, el
volumen de relso de aguas residuales se viene reduciendo en aproximadamente 3 hm®/afio
(Aquino Espinoza, 2017), lo cual es preocupante ya que hay mayor cantidad de vertimiento
hacia los cuerpos de agua. En base a este ultimo punto, se ha encontrado virus, bacteriéfagos,

bacterias patdgenas humanas, amebas de vida libre y protozoarios en aguas residuales sin



tratar utilizadas para el riego (Rusifiol et al., 2020).

Una problematica que se tiene en nuestro pais hoy en dia es la severa contaminacién que
sufre el rio Rimac expuesto a multiples contaminantes del tipo fisico, quimico y bioldgico;
estudios recientes han encontrado diversos grupos bacterianos y contaminantes quimicos,
teniendo a Arcobacter cryaerophilus, Flavobacterium succinicans, Prevotella copri a nivel de
especie; Aeromonas, Escherichia, Pseudomonas, Shigella a nivel de género, ademas de la
presencia de tiodicarb, feniletilamina y acido-3-indolbutirico (Romero et al., 2021), asi como la
presencia de quistes de Giardia duodenalis y ooquistes de Cryptosporidium spp (Bautista et al.,
2018).

No obstante, es importante sefalar que existen técnicas que se pueden aplicar en este tipo
de aguas para reducir la carga microbiana perjudicial para el ser humano y animales, las cuales
vienen siendo aplicadas en diversos paises, inclusive el nuestro, entre ellas tenemos el uso de
productos quimicos, radiacién ultravioleta, ozono (O;), filtracion y la reutilizacién de estas aguas
en base a sistemas de lodos activados (Allende & Monaghan, 2015; Aquino Espinoza, 2017,
Markland et al., 2017).

Actualmente se sabe que los vegetales no contienen microorganismos patégenos por
naturaleza propia, muchas veces lo adquieren por contaminacion directa o indirecta, entre estas
estan las bacterias como Escherichia coli, Salmonella sp y Shigella sp; virus como el Virus de la
Hepatitis A, Rotavirus y Norovirus; entre los nematodos estan los huevos y adultos de Ascaris
lumbricoides y Taenia spp; por Uultimo, estdn los protozoarios como Giardia intestinalis,
Cyclospora cayetanensis y Cryptosporidium parvum (ICMSF, 2011). Cabe resaltar que los
patogenos transmitidos utilizan a los vegetales como vectores ya que pueden habitar en
diferentes estructuras de las plantas, ademas el agua utilizada para riego se podria decir que es
la principal ruta de la dispersién de patdégenos de animales al medioambiente, plantas o campos
agricolas debido a que utilizan mecanismos que les permiten asociarse, replicarse, diseminarse
y colonizar a las plantas (Barak & Schroeder, 2012). Sin embargo, el numero real de infecciones
de transmision alimentaria puede ser mayor de los reportados, ademas del desconocimiento de

nuevas cepas diferentes o emergentes de patégenos que las ocasionan (Rusifol et al., 2020).

Uno de los contaminantes patogénicos mas comunes que se encuentran en los cultivos es

la bacteria gramnegativa Escherichia coli, considerada dentro del grupo de coliformes fecales,
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formando parte de la microbiota intestinal del ser humano y otros animales de sangre caliente
(Garrity et al., 2005). Es miembro de la familia Enterobacteriaceae que incluyen los géneros
como Salmonella, Shigella y Yersinia (Feng et al., 2017). Actualmente, es considerada una de
las principales bacterias indicadoras para determinar la calidad bacteriologica de aguas
naturales, potable y residuales (Vergine et al., 2017), su presencia en muestras ambientales
indican una contaminacion fecal reciente o malas practicas de saneamiento en las
instalaciones de procesamiento de alimentos y cultivos agricolas. Sin embargo, la presencia
de E. coli en el agua no indica directamente que haya microorganismos patégenos en la
muestra, pero si sugiere la probabilidad de presencia de microorganismos patégenos y Virus
de la Hepatitis A. Por esta razon, E. coli se usa ampliamente como microorganismo indicador
(Odonkor & Ampofo, 2013).

Cabe resaltar que E. coli presenta diferentes patotipos como: E. coli enterotoxigénica
(ETEC), E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli enterohemorragica (EHEC), E. coli
enteroinvasiva (EIEC), E.coli difusamente adherente (DAEC) y E. coli enteroagregativa
(EAEC), que al ingresar al huésped suelen causar enfermedades gastrointestinales, en tal
sentido E. coli enterohemorragica (EHEC) y E. coli enterotoxigénica (ETEC) estan asociadas a
la contaminacién de verduras a través del agua de riego contaminada y a la diarrea del viajero
en nifos, respectivamente. E. coli (EHEC) es una bacteria comensal que suele colonizar la
mucosa intestinal gracias a los mecanismos de adherencia, factores de virulencia y
segregacion de toxinas (Govindarajan et al., 2020). Por ello, la deteccién de E. coli en los
alimentos y agua de riego es muy relevante, ya que pueden estar influenciados por factores
como la multiplicacién del microorganismo, muerte, inactivacion o su adherencia a las
particulas del alimento, afectando asi la salud del consumidor. Por otra parte, si bien los
coliformes totales y termotolerantes como E. coli son considerados microorganismos
indicadores, existen otros agentes que pueden ser usados como tales, por ejemplo se tiene a
Enterococcus sp (Jokinen et al., 2020), colifagos somaticos (Garcia et al., 2015), bacteriéfagos
(Jietal., 2021) y Arcobacter sp (Sciortino et al., 2021).

En cuanto a la problematica actual del agua para riego de vegetales, este es considerado
como un factor de riesgo microbiano ya que se encontré en Brasil a E. coli genérica en el 84.8%
de las aguas analizadas y 38.3% en las lechugas. También E. coli O157:H7 (EHEC) estuvo

presente en muestras de aguas, lo cual pudo estar influenciado por condiciones climaticas
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como las precipitaciones y temperatura, teniendo asi mas carga de E. coli en época calida
(Decol etal., 2017). Castro-lbafiez et al., (2015) analizaron la prevalencia y distribucién de
bacterias indicadoras como E. coli, Enterococcus spp, y otros de la familia Enterobacteriaceae,
y como estos se asociaban a patéogenos transmitidos por alimentos como Listeria
monocytogenes y Salmonella spp, teniendo como resultados una alta prevalencia de E. coli
genérica en agua de riego, en suelo y espinacas, los autores asociaron sus resultados al tipo de
riego, al sistema de almacenamiento, factores ambientales y compostaje utilizado, indicando
que el agua de riego es un factor de suma importancia al momento de analizar los puntos mas

relevantes de contaminacion.

Respecto al analisis de la presencia y numeracion de E. coli y coliformes totales, se suelen
utilizar métodos como los de membrana filtrante (MF) (Garcia et al., 2015) y fermentacion en
tubos multiples (FTM). Mufioz Ayala (2017) analizé hortalizas cultivadas en diferentes fundos de
Lima utilizando técnicas tradicionales para el aislamiento y moleculares para la confirmacion,
determinando la presencia de E. coli O157:H7 en cultivos de lechuga y espinaca en 2 fundos de
Nafia; asi mismo, Mendoza Ramos (2018) analizé aguas de regadio y cultivos de vegetales
para determinar la calidad bacteriolégica de estos mediante la técnica de tubos multiples,
logrando detectar y cuantificar a coliformes totales (6.25 %), coliformes fecales (4.17%) y E. coli
(12.5%) en las aguas de regadio; y para los cultivos de tallo bajo se determin6 a coliformes
totales (6.82%), coliformes fecales (4.55%) y. E. coli (4.55%). No obstante, existen estudios que
comparan estos métodos tradicionales con los métodos enzimaticos, como es el caso de
Buckalew et al., (2006) quienes evaluaron y compararon la numeracion de E. coli mediante la
técnica de Filtracion de Membrana (MF) con la Tecnologia de Sustrato Definido (DST®)
Colilert®-18, obteniendo resultados positivos en ambos casos con una correlacion positiva,
inclusive mencionan que Colilert®-18 tiene gran capacidad para determinar recuentos bajos y
altos de E. coli en muestras de aguas superficiales. En base a ello, la Tecnologia de Sustrato
Definido (DST®) Colilert®-18 puede ser comparada con la fermentacion en tubos multiples
(MTF) y la de presencia-ausencia (PA), debido a que se usa el procedimiento de nimero mas
probable (MNP), donde se verifica que es equivalente a la prueba de tubos multiples (Rice
et al., 1990).

La ISO 9308-2:2012 valida a Colilert®-18/Quanti-Tray/2000 como un método viable para
el recuento de E. coli y bacterias coliformes, el cual puede ser aplicado a cualquier tipo de

agua, excepto aguas de mar. Permite detectarlos mediante la expresion de las enzimas
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B-D-glucuronidasa y B-D-galactosidasa pese a que exista una gran cantidad de bacterias
heterotroficas y materia suspendida, sin embargo, no todas las cepas de E. coli pueden
detectarse en este método, por ejemplo, la E. coli enterohemorragica (E. coli O157) debido a
que no posee la enzima [3-D-glucuronidasa (ISO 9308-2:2012, 2012; Odonkor & Ampofo, 2013).
Asi mismo, la numeracién de Escherichia coli mediante la Tecnologia de Sustrato Definido
(DST®) Colilert®-18 con el sellador Quanti-Tray/2000, usa el medio Colilert®-18 que contiene
dos tipos de componentes, tal como el componente 1 que presenta aminoacidos, metales en
cantidad de trazas, entre otros; el componente 2 presenta sustratos como el
orto-nitrofenil-B-D-galactopiranosido (ONPG), 4-metilumbeliferil- 3-D -glucurénido (MUG), NaCl,
vancomicina y demas. El sustrato ONPG es hidrolizado por la enzima [(-D-galactosidasa
presente en bacterias fermentadoras de lactosa y en algunas bacterias coliformes liberando un
cromogeno amarillo (o-nitrofenol); el sustrato MUG es hidrolizado dando una fluorescencia
(4-metilumbeliferil) por la enzima B-D-glucuronidasa presente en Escherichia coli (Tryland &
Fiksdal, 1998). Esta basado en el mismo modelo estadistico que la dilucion en serie tradicional
de 15 tubos, sin embargo, no requiere de tubos de ensayo, ni diluciones, ni tubos Durham,
tampoco es necesario contar colonias, ni preparar medios para realizar una confirmacion. Junto
con Colilert®-18 permiten hacer un recuento de coliformes y Escherichia coli en 18 h. Es

resaltante que el sellado tiene un nivel de confianza del 95%), ademas Colilert®-18.

Cabe resaltar que la especificidad de la Tecnologia de Sustrato Definido (DST®) para
coliformes totales y E. coli obtenidas de muestras de aguas naturales, superficiales y
subterraneas se basa en el empleo de sustratos como o-nitrofenil-B-D-galactopirandsido
(ONPG), el cual va a ser hidrolizado por coliformes totales liberando un cromégeno amarillo
(o-nitrofenol); y 4-metilumbeiliferil-B-D-glucurénido (MUG) que se hidrolizara dando una
fluorescencia (4-metilumbeliferil) cuando E. coli esté presente (ISO 9308-2:2012, 2012; Rice
et al., 1990). Esta hidrolisis enzimatica de los sustratos fluorogénicos o cromogénicos se da por
la accion de las enzimas B-D-galactosidasa y p-D-glucuronidasa (Tryland & Fiksdal, 1998); sin
embargo, su accidon puede verse interrumpida por altas concentraciones de biomasa de plantas
y algas (Davies et al., 1994). En adicion, esta técnica se viene usando para analizar la calidad
bacteriolégica de rios como el Ganges que tiene una alta presencia de microorganismos
patdgenos y resistentes (Ali etal., 2021), de igual forma Banciu et al., (2021) encontraron
mediante esta técnica que las bacterias coliformes totales y fecales van en aumento teniendo
asi valores promedio de 30 000 UFC/100ml de coliformes totales y 25 000 UFC/100ml de
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coliformes fecales en el 2019, influenciados por el cambio climatico.

Con respecto a la sensibilidad y especificidad del método utilizado en este estudio existen
referencias como las de Vergine etal., (2017) quienes recuperaron mediante Colilert®-18 el
doble del promedio de E. coli frente a la filtracion por membrana (MF) de muestras procedentes
de aguas residuales, ademas al realizar pruebas de confirmacion para saber la cantidad de
falsos positivos y falsos negativos, se encontré que el 11% y 4% de falsos positivos pertenecian
a la técnica de MF con agar TBX y Colilert®-18, respectivamente; mencionan que Colilert®-18
puede considerarse un método altamente selectivo, debido a que solo emplea sustratos
utilizados por enzimas como B-D-galactosidasa y B-D-glucuronidasa especificas de E. coli,
ademas de recuperar microorganismos estresados o dafnados (Vergine et al., 2017). En adicion,
Hérman & Hanninen, (2006) indican que Colilert®-18/Quanti-Tray 2000, tuvo una sensibilidad
del 97.7% y especificidad del 72.7% vy, que el recuento de E. coli fue mas alto que por el método
de referencia usado, LTTC (Agar Lactosa TTC con Tergitol 7). De hecho se ha visto que el uso
de Colilert®-18 tiene mayores resultados que con el LTTC para la deteccion y numeracién de E.
coli, éste ultimo permitié el crecimiento de otros microorganismos como Klebsiella oxytoca; a
diferencia de Colilert®-18 que detectd exclusivamente E.coli, por lo cual no hay necesidad de un

procedimiento de confirmacion cuando se utiliza Colilert®-18 (Bonadonna et al., 2007).

En definitiva, los estudios mencionados refuerzan el uso de la Tecnologia de Sustrato
Definido (DST®) Colilert®-18 en diferentes muestras de agua en comparacién con oftras

técnicas.

Actualmente, el uso de aguas residuales por goteo subterrdneo puede reducir la
prevalencia de coliformes tanto en el suelo como en los cultivos de berenjena y coliflor; también
la filtracion de estas aguas, previo a su uso reduce la cantidad de E. coli y coliformes totales
frente a las aguas no filtradas, otro punto a rescatar es que vegetales como la berenjena y
coliflor tienen una superficie y textura muy diferente, la cual debe ser tomada en cuenta al
momento de hacer el analisis, ya que éste ultimo albergara mayor cantidad de microorganismos
(Tripathi et al., 2019).

Existen estandares, normas o limites establecidos por entidades que permiten controlar,
mantener, aplicar criterios a microorganismos, elementos quimicos, residuos organicos e

inorganicos, a un nivel no perjudicial evitando asi dafios en el ser humano, animales y
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ecosistemas. En base a esto, se toma en cuenta a los indicadores ambientales que deben
reportar presencia baja o nula, deben ser facil identificacion y enumeracion (Rios-Tobén et al.,
2017), ademas el manejo responsable permitira obtener agua de calidad adecuada y que
satisfaga las necesidades del ser humano para su consumo y/o uso. Sin embargo, los
microorganismos en general varian por las condiciones ambientales, y por ello debe
considerarse que un microorganismo indicador no podria predecir la presencia de todos los

patdgenos en los cuerpos de agua (Banciu et al., 2021).

En el Peru tenemos el Decreto Supremo N° 004-2017-MINAM, que establece los
Estandares de Calidad Ambiental para Agua (ECA-Agua) con parametros microbiolégicos para
Coliformes termotolerantes y Escherichia coli. Para el caso del agua para riego de vegetales, si
el acceso es no restringido (alimentos que pueden comerse crudos como las hortalizas o
vegetales y frutas de tallo bajo o en algunos casos de tallo alto) el ECA-Agua no debe superar
los 1 000 NMP/100mL de E. coli y coliformes totales; y si es con acceso restringido (alimentos
que deben consumirse cocidos como los cultivos de tallo alto) el ECA-Agua no debe superar a
2 000 NMP/100ml para el caso de los coliformes termotolerantes y respecto a E.coli no aplica
para esta categoria (Ministerio del Ambiente - MINAM, 2017). Por lo tanto, analizar las aguas de
regadio en las diferentes zonas de Lima-Este utilizando la Tecnologia de Sustrato Definido
(DST®) es de vital importancia para determinar la presencia y numeracion de E. coli y calificarla
segun los Estandares establecidos para este tipo de agua (Categoria 3, D1: Riego de

vegetales).
1. HIPOTESIS

El agua de regadio para vegetales en Lima-Este no cumple con el Estandar de Calidad

Ambiental para Aguas establecido en el Decreto Supremo N° 004-2017-MINAM.
2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVOS GENERALES

Enumerar Escherichia coli en agua de regadio de vegetales de tallo alto y bajo
en 4 zonas de cultivo en Lima-Este y calificar segun el Estandar de Calidad
Ambiental para Agua (Categoria 3: D1: Riego de vegetales) establecido en el
Decreto Supremo N°004-2017-MINAM, entre octubre a diciembre del 2020.
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2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Enumerar Escherichia coli mediante la Tecnologia de Sustrato Definido (DST®)
en las aguas de regadio de vegetales de tallo corto y bajo en 4 zonas de cultivo
de Lima - Este.

Evaluar la calidad de agua utilizada para el regadio de vegetales de tallo corto y

tallo alto de cuatro zonas de cultivo de Lima — Este.

. METODOLOGIA
1. AREA DE ESTUDIO

Las muestras fueron tomadas en cuatro (4) zonas de Lima - Este (Carapongo, Nafa,
Chaclacayo y Chosica) (Anexo 1) en los canales de regadio de parcelas de cultivos de
vegetales de tallo bajo y tallo alto, como espinaca (Spinacia oleracea), rabanito (Raphanus
sativus), lechuga (Lactuca sativa), apio (Apium graveolens), col (Brassica oleracea var.

capitata), entre otros. Entre los meses de octubre a diciembre 2020.

El procesamiento de las muestras se ejecutd en el Laboratorio de Ecologia Microbiana
de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos, Lima -

Peru.

2. POBLACION DE ESTUDIO

Veintidos (22) puntos de muestreo de agua de regadio de vegetales de tallo corto y tallo

alto, localizados en cuatro (4) zonas de Lima-Este (Carapongo, Nafia, Chaclacayo y Chosica).

3. TOMA DE MUESTRA

La seleccion de las muestras se realizd a través de un muestreo simple, teniendo en

total veintidos (22) parcelas de cultivo ubicadas en cuatro (4) zonas de Lima-Este.

La toma de muestra se realizd bajo criterios de bioseguridad. El transporte de las
muestras hacia el laboratorio fue manteniendo la cadena de frio (4°C) en “coolers” provistos con
gel refrigerante (gel pack) para ser procesados dentro de las 6 horas después de la toma de

muestra, de acuerdo al método de la Direccion General de Salud Ambiental (DIGESA, 2015).
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4. DISENO DE LA INVESTIGACION

La investigacién es no experimental con alcance descriptivo y disefio longitudinal con

enfoque cuantitativo.

5. PROCESAMIENTO DE MUESTRAS Y ENUMERACION DE COLIFORMES

Las muestras fueron procesadas segun las indicaciones del fabricante del kit (Anexo 3
y 4). Se colocd 100ml de muestra en un frasco estéril con tiosulfato de sodio, se adicion¢ el
sachet que contenia el medio deshidratado, Colilert®-18, y se asegurd una completa disolucion.
El contenido de los frascos con el medio disuelto se verti6 en las charolas estériles
Quanti-Tray/2000 de 97 pocillos que permiten distribuir el contenido de manera eficiente y
sellarlas con calor a través del equipo Quanti-Tray. Estas charolas fueron incubadas a 35 *
0.5°C por 18 h (Incubadora Binder BD 53L). Después del periodo de incubacion, se retiraron las
charolas de la incubadora y se contaron los pocillos amarillos (indicadores de positividad para
coliformes). Haciendo uso de la tabla numero mas probable (NMP) especifico del método, se
determind los coliformes totales (NMP/100mL). Posteriormente, las charolas positivas para
coliformes totales (pocillos amarillos) fueron colocadas bajo una lampara ultravioleta (UV) de
365 nm para observar la fluorescencia en los pocillos positivos para E. coli. Al igual que la
enumeraciéon de coliformes totales, se calculé el numero de E. coli presentes en las muestras
expresando los resultados en NMP/100mL (IDEXX Laboratories, 2013; ISO 9308-2:2012,
2012).

6. ANALISIS ESTADISTICO
Se utilizé el programa GraphPad Prism 9, para analizar los resultados de los veintidés (22)

puntos de muestreo de agua de regadio de cultivos, bajo un nivel de confianza del 95%.

IV. RESULTADOS Y DISCUSION

1. RESULTADOS

Del analisis de resultados, utilizando Colilert®-18 que reporta simultaneamente
coliformes totales y E. coli, en el 100% de las muestras tomadas de aguas de regadio
superficiales y no tratadas, se determind la presencia de coliformes totales y E. coli que

superaron el valor establecido en el ECA-Aguas para Categoria 3 — D1: Riego de vegetales.
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De acuerdo con la Tabla 1, las siete muestras del agua de regadio obtenidas en las
zonas de cultivos del distrito de Carapongo en el mes de octubre superaron lo establecido en
el ECA-Aguas para E. coli. Para el caso de E. coli en los puntos de muestreo 1, 2, 3y 6 los
resultados fueron 2,419.6 NMP/100mL y para los puntos de muestreo 4, 5 y 7 fueron
mayores a 2,419.6 NMP/100mL.

Tabla 1. Resultados de la enumeracion de coliformes totales y E. coli en las muestras

provenientes del distrito Carapongo (octubre 2020).

PUNTODE  “oiieg © cof cuLTvos
(NMP/100mL) (NMP/100mL)

1 >2,419.6 2,419.6 Apio y huacatay
2 > 2,419.6 2,419.6 Lechuga y rabanito
3 >2.419.6 2,419.6 Nabo y rabanito
4 > 2,419.6 >2.419.6 Col china y arveja
5 >2,419.6 >2,419.6 Lechugas y col
6 >2.419.6 2,419.6 Col y coliflor
7 >2,419.6 >2,419.6 Lechugas y brocoli
TOTAL DE MUESTRAS 7

Tabla 2. Resultados de la enumeracion de coliformes totales y E. coli en las muestras

provenientes del distrito Chaclacayo (noviembre y diciembre 2020).

E. coli
PUNTO DE COLIFORMES TOTALES CULTIVOS
MUESTREO (NMP/100mL) (NMP/100mL)
8 >2.419.6 > 2.419.6* Culantro y espinaca
9 >2,419.6 > 2,419.6* Perejil y col
10 >2,419.6 1,203.3** Espinaca y col china
1 >2419.6 2.419.6% Huacatay, cula.ntro y
cebolla china
12 >2419.6 2,419.6** Cebolla china y arvejas
TOTAL DE MUESTRAS 5
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Muestras analizadas en el mes de diciembre (*) y noviembre (**).
En la Tabla 2, las cinco muestras del agua de regadio obtenidas en las zonas de

cultivos del distrito de Chaclacayo entre los meses de noviembre (3 puntos de muestreo) y
diciembre (2 puntos de muestreo) superaron lo establecido en el ECA-Agua para E. coli. Para el

caso de E. coli en los puntos de muestreo 8 y 9 fueron mayores a 2,419.6 NMP/100mL.

Tabla 3. Resultados de la enumeraciéon de coliformes totales y E. coli en las muestras

provenientes del distrito Chosica (noviembre 2020).

E. coli

PUNTO DE COLIFORMES TOTALES CULTIVOS
MUESTREO (NMP/1 OOmL) (NMP/1 OOmL)

13 >2,419.6 1,553.1 Espinaca, lechuga y

col
14 >2,419.6 >2,419.6 Rabanito, apio y palto
15 >2,419.6 524196  -echuga, berenjenay
aji amarillo

16 >2,419.6 1,203.3 Maiz y col

17 >2,419.6 >2,419.6 Aji amarillo y espinaca

18 >2,419.6 >2,419.6 Espinaca y col

TOTAL DE MUESTRAS 6

Respecto a la Tabla 3, de los 6 puntos de muestreo analizados en Chosica en el mes de
noviembre todos superaron lo establecido en el ECA-Agua para E. coli. Los resultados de los
puntos de muestreo 14, 15, 17 y 18 fueron >2419.6 NMP/100mL, y para los puntos de muestreo
13 y 16 los resultados fueron 1,553.1 NMP/100mL y 1,203.3 NMP/100mL, respectivamente.

Por ultimo, en la Tabla 4 los cuatro puntos de muestreo analizados provenientes de
Nafia en el mes de diciembre superaron el ECA-Agua para E. coli. Los resultados de los puntos
de muestreo 20 y 21 fueron >2419.6 NMP/100mL y del punto de muestreo 22 fue 1 299.70
NMP/100mL.
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Tabla 4. Resultados de la enumeraciéon de coliformes totales y E. coli en las muestras

provenientes del distrito Nafia (diciembre 2020).

PUNTO DE COLIFORMES TOTALES E. coli

MUESTREO (NMP/100mL) (NMP/00mL) CULTIVOS
19 >2.419.6 2,419.6 'ngﬁjgaa::n”friﬁcc;ansay
20 >2,419.6 >2,419.6 Lechugas y espinacas
21 >2,419.6 >2,419.6 Apio y hierbabuena
22 >2,419.6 1,299.70 Huacatay
TOTAL DE MUESTRAS 4

Cabe resaltar que todas las muestras analizadas fueron tomadas de los canales de
agua no tratada e impactada por las descargas de aguas domiciliarias que irrigaban los cultivos
de vegetales de tallo corto, de consumo crudo y/o cocido, como se ejemplariza en el Anexo 4,
teniendo lechuga (Lactuca sativa) en el 15%; espinaca (Spinacia oleracea) y col (Brassica
oleracea var. capitata) en el 13%; apio (Apium graveolens), huacatay (Tagetes minuta) y
rabanito (Raphanus sativus) en el 6%; cebolla china (Allium fistulosum), arveja (Pisum sativum),
col china (Brassica rapa subsp. pekinensis), aji amarillo (Capsicum baccatum) y culantro
(Coriandrum sativum) en el 4%; perejil (Petroselinum crispum), nabo (Brassica rapa subsp.
rapa), hierbabuena (Mentha spicata), hierba aromatica, palto (Persea americana), coliflor
(Brassica oleracea var. botrytis), berenjena (Solanum melongena), brocoli (Brassica oleracea

var. italica) y maiz (Zea mays) en el 2% del total de cultivos irrigados de las zonas muestreadas.
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Respecto al analisis estadistico mostrado en la Figura 1 realizado con el programa
GraphPad Prism 9 a un nivel de significancia del 5% (p = 0,05), donde el grafico de barras
muestra la media e intervalo de confianza del 95% y la linea representa el error de estos
valores de cada parametro y zona analizada. El parametro microbioldgico E. coli analizado en el
100% de los puntos de muestreo supera al valor establecido en ECA-Agua para E. coli (1000
NMP/100mL) para agua de riego no restringido (Ministerio del Ambiente - MINAM, 2017).

3500
3000 -

2500 L

2000

1500 1

1000 -

E. coli NMP/100mL

500

Figura 1. Diagrama de barras de la media de los resultados de la numeraciéon de E. coli
obtenidos por distrito, donde (%) indica el Estandar de Calidad Ambiental para Agua
(ECA-Agua) para el parametro microbiolégico E. coli en agua para riego no restringido (1 000
NMP/100mL).
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En la Figura 2 se esquematiza la numeracién de E. coli por distrito de muestreo, asi, se

resalta que en los puntos de muestreo 10, 13, 16 y 22 los resultados muestran 1,203.3

NMP/100mL, 1,553.1 NMP/100mL, 1,203.3 NMP/100mL y 1.299.70 NMP/100mL
respectivamente.
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Figura 2. Diagramas de barras que representan la numeracion de E. coli en agua de regadio en
las cuatro zonas muestreadas, donde (%) indica el Estandar de Calidad Ambiental para Agua
(ECA-Agua) para E. coli en agua para riego no restringido 1 000 NMP/100mL y (e) indica los
resultados obtenidos de E. coli en cada punto de muestreo.
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2. DISCUSION

Nuestros resultados indican que las aguas de regadio en las zonas de Lima-Este
muestreadas en este estudio superan lo establecido por el Estandar de Calidad Ambiental para
Agua (ECA-Agua Categoria 3, D1:Riego de vegetales), estos resultados denotan preocupacion
sanitaria debido a que en estas zonas se cultivan hortalizas, vegetales y frutales, las cuales van
a destinarse como producto de venta a los mercados locales de la capital, Lima, para ser

consumidos de forma crudo y/o cocida generalmente.

Las aguas de regadio utilizadas en las 4 zonas de cultivos muestreadas provienen del
rio Rimac, generando acequias y canales de distribucion en muchos de los cuales se observa
descarga doméstica sin tratamiento previo. Existen estudios realizados en esta cuenca que
indican la presencia de microorganismos patdgenos y potencialmente patégenos como
Arcobacter cryaerophilus, Flavobacterium succinicans, Prevotella copri a nivel de especie;
Aeromonas, Escherichia, Pseudomonas, Shigella a nivel de género, quistes de Giardia
duodenalis y ooquistes de Cryptosporidium spp (Bautista et al., 2018; Romero et al., 2021). Por
ello, nuestros resultados reafirman la grave contaminacion de estas aguas y su impacto en la

inocuidad de los productos agricolas frescos.

La carga microbiana que supera el ECA-Agua reportada en nuestro estudio
evidentemente esta asociada a las descargas domésticas y presencia de animales observados
en la zona de cultivo que coincide con lo reportado por Alarcén Corro, (2019), quien indica que
los residuos sélidos provenientes de descargas de origen doméstico de la poblacion aledafa al
curso del rio Rimac genera un alto nivel de coliformes termotolerantes como E. coli aguas

abajo.

Evidentemente, el 100% de las muestras de aguas analizadas en nuestro estudio no
cumplen con el Estandar de Calidad Ambiental para Agua (ECA — Agua) (Categoria 3, D1:
Riego de vegetales) establecido por el Ministerio del Ambiente (MINAM) (Ministerio del
Ambiente - MINAM, 2017). Se han analizado 22 puntos de muestreo por duplicado mediante la
Tecnologia de Sustrato Definido (DST®) Colilert®-18 en los cuales se supera el parametro
microbioldgico E. coli, los resultados superan los 2 419.6 NMP/100mL de E. coli en el 32% de
los puntos de muestreo analizados y el minimo hallado fue de 1 203.3 NMP/100mL de E. coli en

el 9% del total. Estos resultados sustentan que los brotes de enfermedades gastrointestinales
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son un grave riesgo de salud para nuestro pais, como lo menciona Borgofio Espinoza (2019).
Castro-Ibafez et al., (2015) reportd E. coli genérica en el 52% de las muestras de agua de
regadio de cultivo de espinaca, en comparacion a ello nuestro estudio reporta presencia de E.
coli en el 13% de las aguas de regadio para espinacas. Igualmente, Truchado et al., (2018)
analizaron aguas para riego, encontrando Salmonella sp en el 43% de las muestras de aguas
superficiales analizadas, ademas, presencia de E. coli O157:H7 (12%) y E. coli STEC (11%),
asi mismo la mayor prevalencia de estos patdégenos se encontraron en aguas superficiales de
zanjas seguidas de canales de drenaje, teniendo valores que no cumplen con la Ley de
Modernizacion de la Inocuidad de los Alimentos (FSMA) tomada como referencia, mostrando
asi que el uso de aguas superficiales genera un riesgo para el agua de regadio de cultivos de
tallo corto, especialmente si se tiene una temperatura ambiental calida. En este sentido, las
muestras analizadas en nuestro estudio son también aguas superficiales, que no cumplen con
el ECA-Agua establecido, poniendo en evidencia la necesidad de continuar estudios para la

determinacion de especies de E. coli diarrogénicas en agua de regadio de Lima-Este.

La numeracién de E. coli utilizando métodos incluidos en el APHA, como la Tecnologia
de Sustrato Definido (DST®) son utiles para la determinacion y calificacion del agua de regadio.
Decol et al., (2017) encontraron a E. coli genérica con una prevalencia del 84.8% en las aguas
de regadio y de ellas 38.3% en lechugas, también indican que las aguas de regadio son la
principal via de contaminacion de este patdogeno en base a su analisis de correlacién, por lo
tanto, el agua representa un factor de riesgo principal para la diseminacién de microorganismos
patdgenos hacia los cultivos irrigados. En su estudio también determinaron a E. coli O157:H7
mediante técnicas moleculares, sumandole a ello las condiciones climaticas favorables
presentes hace posible la alta prevalencia de estos microorganismos, no obstante, indican una
problematica que presenta su metodologia que fue la baja viabilidad de sus células en los
medios de cultivos utilizados. A diferencia de ello, por el sustento técnico de la metodologia
utiizada en nuestro trabajo de investigaciéon, Tecnologia de Sustrato Definido (DST®)
Colilert®-18, nuestros resultados presentaron una alta sensibilidad y especificidad, a partir del
cual se deben ampliar estudios a nivel nacional que permiten tener un mapa de la calidad de
agua de regadio, ya que estos al ser cultivos superficiales, es posible que puedan presentar
microorganismos patdégenos adheridos por contacto del agua de riego contaminado, influyendo
también en el grado de extension de la contaminacion, sin embargo, esto depende del tipo de

cepa de microorganismo y del cultivo vegetal (Pachepsky et al. 2011) y, de los mecanismos que
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estos utilicen para colonizarlas (Barak & Schroeder, 2012).

Nuestro trabajo de investigacién utilizando la Tecnologia del Sustrato Definido (DST)
puede ser comparable con el de , Ali etal., (2021) quienes analizaron muestras de aguas
procedentes del rio Ganges mediante este método y determinaron que todas las muestras
analizadas estaban sumamente contaminadas por microorganismos como E.coli, teniendo
valores desde 213 a 7809 NMP/mL de E. coli, ademas de la presencia de otras bacterias como
S. aureus, Campylobacter sp, Yersinia sp, Proteus sp, entre otros; todas las bacterias halladas
en el estudio presentaban resistencia a mas de dos tipos de antibiéticos, que sugieren que los
nuevos estudios deberian ser ampliados bajo ese aspecto de. Por otro lado, en una zona
periurbana de Sudafrica encontraron que todas las muestras de aguas analizadas de rio
presentaban altas numeraciones de E. coli, usando Colilert®-18 Quanti-Tray 2000, teniendo en
algunos de los casos >2 419.6 NMP/100mL y 43,9 NMP/100mL de E. coli, ademas
corroboraron que de todas las muestras positivas para E. coli solo 1/141 no correspondia a esta
cepa, encontrando asi que esta tecnologia en el presente estudio tuvo 0.7% de falsos positivos,

también se detectd la presencia genes de virulencia como flicH7 y stx2 (Abia et al., 2017).

Al ser nuestro objetivo la evaluacion de la calidad bacteriolégica del agua de regadio con
lo establecido en el ECA-Agua para la Categoria 3, D1: Riego de vegetales (E. coli <1000
NMP/100mL), nuestros resultados reportan la numeracion de coliformes totales y E. coli en las
muestras, sin la necesidad de realizar procedimiento de dilucion de las muestras problema,
sustentado en que Colilert®-18 Quanti-Tray 2000 permite el recuento de 0 a 2419.6
NMP/100mL en muestras de agua sin diluir. Si el objetivo del trabajo fuera tener recuento final
de E. coli en cada muestra de agua, si seria preciso realizar diluciones a la muestra problema
para obtener valores >2419.6 NMP/100mL.

Los resultados de nuestro estudio sugieren la necesidad de ampliar investigaciones, un
tépico relevante a mencionar es que se ha encontrado en agua de riego microorganismos
indicadores como E. coli y Enterococcus sp con resistencia a antibioticos, ademas de la
presencia de genes de resistencia como el blacrms ¥ blacrxm1s (Gekenidis et al., 2018);
igualmente se ha reportado a E. coli en muestras de agua potable con resistencia a antibiéticos
como tetraciclina, ampicilina, sulfametoxazol trimetoprima y acido nalidixico, ademas, algunas
cepas presentaban resistencia multiple y el gen CTXM-3 de resistencia extendida (Larson et al.,
2019).
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Por ultimo, el tratamiento y la desinfeccion del agua utilizada para riego es de vital
importancia, pues permite obtener vegetales con la calidad sanitaria, como indica Castro-lbanez
et al., (2015) que si se riega cultivos de espinacas con aguas tratadas se tiene una prevalencia
de 46.1% de E. coli genérica, y si no, se tiene el 100%. Por otro lado, hay estudios que sugieren
que una alternativa a los métodos de desinfeccion quimica y fisica, es el sistema de Cultivos
Hidropdnicos con riego por goteo (Allende & Monaghan, 2015), evitando asi un contacto tanto
de la parte comestible del vegetal o fruta con el agua de riego, esto principalmente se plantea
para aguas cuya concentracion de microorganismos excede los limite permisibles o estandares
de calidad, es decir, para aguas no seguras. Segun los resultados de nuestro estudio, este

sistema de hidroponia seria una alternativa viable para el consumo de vegetales seguros.
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CONCLUSIONES

Nuestros resultados y analisis de la calidad bacteriolégica de aguas de regadio
muestran que en el 100% (22/22) de los puntos de muestreo ubicados en 4 zonas
de cultivo de vegetales de tallo corto y tallo alto de Lima-Este, superaron el Estandar
de Calidad Ambiental para Agua (ECA-Agua Categoria 3, D1: Riego de vegetales)
del D.S. N°004-2017-MINAM para el parametro microbiolégico Escherichia coli, es

decir, no cumplen con el ECA-Agua.

El ECA-Agua indica 1000 NMP/100MI de E. coli para este tipo de aguas (Categoria
3, D1: Riego de vegetales) y el método Colilert®-18 Quanti-Tray 2000 utilizado en
esta investigacion permiti6 obtener resultados entre 0 a 2419.6 NMP/100mL en
muestras de aguas sin diluir; razén por la cual, el intervalo de numeracion de E. coli

se encontraba cubierto y no fue necesario diluir la muestra.

Los cultivos de vegetales de tallo corto en 4 zonas de Lima-Este (Carapongo,
Chaclacayo, Chosica y Nafia) se convierten en un riesgo para la salud de los
consumidores pues provienen de cultivos irrigados con aguas no seguras Yy, el
impacto es mayor pues estos productos son consumidos crudos y/o poco cocidos

frecuentemente.
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RECOMENDACIONES

Si el objetivo del trabajo fuera tener recuento final de E. coli en cada muestra de agua
de regadio bajo este método Colilert®-18 Quanti-Tray 2000, seria necesario realizar las
diluciones correspondientes, por ejemplo, al hacer una dilucion (107) los resultados

estarian en el rango de 10 a 24196 NMP/100mL y asi sucesivamente.

Ampliar los estudios, pues la problematica sobre la contaminacion del agua no
solamente ocurre a nivel de agricultura o por la presencia de patégenos, sino también
sobre la resistencia de éstos a ciertos antibidticos y su rapida diseminacion, ya que otros
estudios sefialan la presencia de microorganismos indicadores resistentes a antibiéticos

en agua de regadio.

Debe realizarse un seguimiento y caracterizacion molecular de todos los
microorganismos patdgenos, potencialmente patégenos y zoondticos que puedan estar
presentes en el agua para riego. Analizar y monitorear este tipo de agua a nivel pais

serviria para minimizar las enfermedades de transmision alimentaria y sus impactos.

Se sugiere utilizar en forma conjunta métodos enzimaticos, bioquimicos y/o moleculares
para la determinacion de indicadores de la calidad del agua de regadio. Lo que
permitiria establecer parametros microbiolégicos necesarios para evitar situaciones
graves a la salud asociados a inadecuados sistemas de almacenamiento, distribucion y

procesamiento de productos agricolas frescos.

Nuestros hallazgos sugieren la necesidad de ampliar el estudio a las diferentes zonas

de cultivos adyacentes como Lima-Norte.
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ANEXOS
ANEXO 1: Mapa del area de muestreo de agua de regadio de Lima-Este.
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ANEXO 2: Flujograma del analisis de las muestras

F

de cultive de Lima - Este.

Toma y transporte de muestras de 4 zonas ]

L

la muestra de agua.

Anadir un sobre del medio deshidratado,
Colilert®-18, a cada frasco con 100mL de

Agitar la mezcla suavemente y verter en las charolas
Quanti-Tray/2000 estériles, luego sellarlas con el

equipo sellador Quanti-Tray/2000.

Incubar a 35+0.5°C por 18h.

Observar los resultados

|
Pocillos incoloros ]

Muestra negativa para ]

Coliformes totales

Pocillos amarillos
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Coliformes totales
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Contar los pocillos positivos, usar

la tabla NMP y reportar como

NMP/M100mL de C. totales.

Evaluar la fluorescencia bajo
una lampara UV de 365nm

"

l Pocillos NO fluorescentes
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Escherichia coli

[ Muestra negativa para
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Pocillos fluorescentes

Muestra positiva para
Escherichia coli

Contar los pocillos positivos,
usar la tabla NMP y reportar
como NMP/MM100mL de E. coli.




ANEXO 3: Flujograma para el anélisis de las muestras

U w0

Anadir un sobre del

Toma de I]!IJ'E'b[fdb en Transferir a cada i il v T
4 zonas diferentes de frasco 100mL de la IIL'Il‘:]flg]."t ‘311 .'\'lrglhrgcr-.i‘::;r' ﬂﬁnflrn:.la' :—'E—;antﬂq
cultivo de Lima-Este. muestra de agua suavemente & Quanti- Tray/ 2000
estériles
H B . . ;
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Escherichia coli 365nm coliformes totales. Quanti-Tray/2000,
Contar los pocillos Contar los pocillos € lﬂg 'n_lhal‘ a
positivos v reportar positivos y reportar 35:0.5°C por 18h.
en NMP/100omL, en NMP/100mL,
utilizando la tabla del utilizando la tabla del
NMP del metodo NMP del metodo

ANEXO 4: Porcentaje de los vegetales cultivados e irrigados en la zona de Lima-Este.

VEGETALES CULTIVOS | PORCENTAJE
LECHUGA 7 15%
ESPINACA 5 13%

COL 5 1%
APIO 3 6%
HUACATAY 3 6%
RABANITO 3 6%
CEBOLLA CHINA 2 %
ARVEJA 7 %
COL CHINA 2 4%
AJi AMARILLO 2 4%
CULANTRO 2 4%
PEREJIC i %
NABO i %
HIERBA BUENA 1 2%
HIERBAS ] oo
AROMATICAS

PALTO 1 2%
COLIFLOR 1 2%
BERENJENA 1 2%
BROCOL] i %
MAIZ i %
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