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RESUMEN

El Objetivo: fue determinar si existen bacterias potencialmente patégenas en la
laguna Acucocha de Cerro de Pasco. Material y Métodos: Se realiz6 un Estudio
descriptivo de tipo transversal en agua de la laguna Acucocha de la regidon de Cerro
de Pasco, Peru. Resultados: Respecto a los resultados del examen directo de la
muestra. Se observaron restos vegetales y huevos de Taenia sp., lo cual representa
una frecuencia del 100,0% en ambos casos. Segun coloracion Gram, en 10
muestras de agua se encontraron bacterias Gram negativas, lo cual representa un
40,0% de frecuencia. No se hallaron bacterias Gram positivas. En relacion al lugar
de la toma de muestra de las 10 muestras que resultaron Gram negativas, 5 (50,0%)
correspondian al extremo norte y 5 (50,0%) correspondian al extremo este. Se
encontrd asociacion significativa entre el lugar de la toma de muestra y la presencia
de bacterias Gram negativas, siendo los extremos norte y este de la laguna
Acucocha, los mas contaminados. En cuanto al resultado del cultivo que se realizd
a las muestras de agua de la laguna Acucocha, 10 fueron positivos, lo cual
representa un 40,0% de frecuencia. Luego del aislamiento y los procedimientos de
identificacion bacteriana, todas las muestras de agua con cultivo positivo, resultaron
compatibles con Escherichia coli. En relacidn al lugar de la toma de muestra de las
10 muestras de agua que resultaron compatibles con Escherichia coli, 5 (50,0%)
correspondian al extremo norte y 5 (50,0%) al extremo este. Se encontrd asociacién
significativa entre el lugar de la toma de muestra y la presencia de Escherichia coli,
siendo los extremos norte y este de la laguna Acucocha, los mas contaminados. En
cuanto a los resultados de la coloracién Gram de las muestras de agua compatibles
con Escherichia coli, todas fueron bacterias Gram negativas, mostrando una

excelente correlacion (p<0,01)

Palabras clave: bacterias, potencialmente patégenas, contaminacion.



ABSTRACT
The objective was to determine if potentially pathogenic bacteria exist in the Acucocha
lagoon of Cerro de Pasco. Material and Methods: We carried out a descriptive study of
the transverse type in water of the Acucocha lagoon in the Cerro de Pasco region, Peru.
Results: Regarding the results of the direct examination of the sample. Plant remains
and Taenia sp. Eggs were observed, which represents a frequency of 100.0% in both
cases. According to Gram staining, in 10 water samples Gram-negative bacteria were
found, representing a 40.0% frequency. No Gram-positive bacteria were found. In
relation to the sampling site of the 10 samples that resulted Gram negative, 5 (50.0%)
corresponded to the north end and 5 (50.0%) corresponded to the east end. Significant
association was found between the sampling site and the presence of Gram negative
bacteria, with the northern and eastern ends of the Acucocha lagoon being the most
contaminated. As far as the result of the culture that was realized to the water samples
of the lagoon Acucocha, 10 were positive, which represents a 40,0% of frequency. After
isolation and bacterial identification procedures, all water samples with positive culture
were found to be compatible with Escherichia coli. In relation to the sampling site of the
10 water samples that were compatible with Escherichia coli, 5 (50.0%) corresponded
to the north end and 5 (50.0%) to the east end. A significant association was found
between the sampling site and the presence of Escherichia coli, with the northern and
eastern ends of the Acucocha lagoon being the most contaminated. The results of Gram
staining of water samples compatible with Escherichia coli were all Gram negative

bacteria, showing an excellent correlation (p <0.01).

Keywords: bacteria, potentially pathogenic, contamination.
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INTRODUCCION

El agua es un recurso natural indispensable para la vida, constituye
una necesidad primordial para la salud, por ello debe considerarse uno de los
derechos humanos basicos (2), el agua para consumo humano ha sido
definida como “adecuada para consumo humano y para todo uso doméstico
habitual incluida la higiene personal”. El agua no debe presentar ningun tipo
de riesgo que pueda causar irritacion quimica, intoxicacion o infeccion
microbiolégica que sea perjudicial a la salud humana. (38)

El agua contaminada puede causar enfermedades como la diarrea, el
célera, la disenteria, la fiebre tifoidea y la poliomielitis, se calcula que la
contaminacion del agua provoca alrededor de 500 000 muertes por diarrea al
afo (1, 3, 4), la contaminacion microbiolégica del agua subterranea se
atribuye principalmente a la infiltracion de agua contaminada con materia
fecal humana o de animales. Toda agua destinada para el consumo humano,
debe estar exenta de bacterias coliformes totales, termo tolerantes y
escherichia coli; virus; huevos y larvas de helmintos, quistes y ooquistes de
protozoarios patégenos; organismos de vida libre, como algas, protozoarios,
copépedos, rotiferos y nematodos en todos sus estadios evolutivos (32)

El objetivo de esta investigacion fue determinar si existen bacterias
potencialmente patdgenas en la laguna Acucocha de Cerro de Pasco, el cual
se realiz0 a través de un analisis microbiolégico de muestras de agua de
dicha laguna para prevenir enfermedades en los pobladores que consumen

agua de dicha laguna.



1.1

CAPITULO I
PROBLEMA DE INVESTIGACION
Planteamiento del problema

Segun la OMS el 89% de la poblacion mundial tenia acceso a una
fuente mejorada de abastecimiento de agua, en comparacion con el 76% en
1990. (1)

El agua es un recurso natural indispensable para la vida. Constituye
una necesidad primordial para la salud, por ello debe considerarse uno de los
derechos humanos basicos. (2)

El agua contaminada puede causar enfermedades como la diarrea, el
célera, la disenteria, la fiebre tifoidea y la poliomielitis. Se calcula que la
contaminacion del agua provoca alrededor de 500 000 muertes por diarrea al
afo. (1, 3, 4)

La contaminacion microbiologica del agua subterrdnea se atribuye
principalmente a la infiltracion de agua contaminada con materia fecal
humana o de animales. Este proceso esta en relaciéon con un inadecuado
disefio, ubicacion, construccién, operacién o mantenimiento de los pozos y
perforaciones utilizados para acceder al agua, como también con las
caracteristicas geoldgicas y las condiciones climaticas.
Complementariamente, las bombas manuales utilizadas para la extraccion
de agua pueden actuar como reservorios microbianos y como fuente de

contaminacion del agua subterranea. (5, 6, 7)



1.2.

1.3.

1.4.

Formulacion del problema
1.2.1. Problema general
¢ Existen bacterias potencialmente patdégenas en la laguna Acucocha
de Cerro de Pasco?
1.2.2. Problemas especificos
¢, Cuales son las bacterias potencialmente patdgenas en la laguna
Acucocha de Cerro de Pasco?
Objetivos de la investigacion
1.3.1. Objetivo general:
Determinar si existen bacterias potencialmente patégenas en la laguna
Acucocha de Cerro de Pasco.
1.3.2. Objetivos especificos:
Identificar las bacterias potencialmente patégenas en la laguna
Acucocha de Cerro de Pasco.
Justificacion
Mediante los resultados obtenidos en este estudio se determinara las
bacterias potencialmente patdgenas en la laguna Acucocha de Cerro de
Pasco, a través de las cuales se pretende realizar continuamente los
controles de calidad de agua de dicha laguna con el fin de prevenir
potenciales enfermedades cronicas mediante el consumo diario de agua.
Que sirve como principal abastecimiento de agua a la poblacion de Cerro de
Pasco. A través del presente estudio plantea un analisis microbiologico de
muestras de agua de la laguna Acucocha de Cerro de Pasco para prevenir

enfermedades en los pobladores que consumen agua de dicha laguna.



2.1.

CAPITULO II:
MARCO TEORICO
Bases Teoricas
2.1.1. Bacterias

La Bacteriologia es una disciplina de la Microbiologia, que ha estado
presente a lo largo de la historia de la humanidad. Las bacterias son
responsables de millones de muertes de personas a nivel mundial. (8)

Para la determinacion de la calidad bacterioldgica del agua destinada al
consumo humano se recurre a ciertos indicadores. El papel tradicional de
estos es detectar la contaminacion fecal del agua y de alli inferir la probable
presencia de patdgenos y el consiguiente riesgo para la salud. Asi, el
recuento de heterétrofos y de coliformes totales da idea de la calidad general
del agua, en tanto que E. coli y los enterococos son indicadores de
contaminacion fecal. Asimismo, la presencia de un patégeno determinado no
se puede asociar normalmente al concepto de indicador, dado que su
ausencia no es indicativa de la ausencia de otro microorganismo patégeno.
Entre los patdgenos bacterianos diseminados a través del agua, los
causantes de cuadros entéricos como E. coli, Vibrio cholerae y Salmonella
son usualmente transmitidos al ser humano por consumo de agua y de
alimentos con ellos contaminados. (7, 9,10)
2.1.1.1. Importancia de las bacterias

Los miembros pertenecientes a los dominios Bacteria y Archaea son

las formas mas abundantes en el planeta. Las bacterias constituyen una



proporcién significativa por lo que respecta al peso corporal de los diferentes
hospederos. (11)
2.1.1.2. Tipificacidon bacteriana

La tipificacion de las bacterias se basa en el estudio de sus
caracteristicas mediante técnicas que oscilan entre las mas sencillas
tinciones y los mas complejos estudios moleculares. Una técnica Util y de bajo
costo consiste en la tincion de Gram y posterior observacion de la muestra
mediante el microscopio de luz para estudiar las bacterias, su forma, tipo de
agrupacion y color: Gram positivas o Gram negativos. (8)
2.1.1.3. Morfologia bacteriana

Las bacterias que tienen forma esférica u ovoide se denominan cocos.
Y si se tifien de azul con el Gram, se les llama Gram positivos. Cuando los
cocos se agrupan en cadenas, se les denomina estreptococos y cuando lo
hacen en racimos, se les llama estafilococos; también se pueden agrupar en
pares que reciben el nombre de diplococos. Las bacterias en forma de baston
reciben el nombre de bacilos. (12)
2.1.1.4. Genética bacteriana

El genoma bacteriano consiste en uno o mas cromosomas, que
contienen los genes necesarios y una gran variedades de plasmidos que
generalmente codifican para genes no esenciales.
El nombre nucleoide sirve para identificar a este DNA no confinado por una
membrana. Cuando la célula se encuentra en fase logaritmica (de
crecimiento rapido) pueden encontrarse varias copias cromosomicas,

completas o parciales. Las bacterias son microorganismos organismos
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haploides y se dividen por fisién binaria, cuyo tiempo de generacion varia

desde 20 minutos hasta varias horas. Las bacterias pueden intercambian

material genético mediante tres mecanismos: transformacién, conjugacion y

transduccion. (8)

Plasmidos, algunas bacterias poseen elementos genéticos
extracromosomales, llamados plasmidos, son pequefios fragmentos
circulares de doble cadena de DNA gue se mantienen en un numero
estable y contienen los genes necesarios para replicarse y para su
transferencia a otras células, asi como para sintetizar toxinas, algunas
estructuras de superficie (adhesinas) y para la resistencia a antibiéticos
(plasmidos R).(13)

Bacteriéfagos, conocidos también como "fagos", son parasitos
intracelulares (virus) de bacterias. Estan constituidos por DNA o0 RNA 'y

proteinas. (14)

2.1.1.5. Estructura basica de la bacteria

Citoplasma, en el citoplasma se encuentran todas las enzimas
necesarias para divisiéon y metabolismo bacterianos, asimismo, cuenta
con ribosomas de menor tamafio en relacion a células eucariotas, pero
no presenta mitocondrias, reticulo endoplasmico ni cuerpo de Golgi; las
enzimas para el transporte de electrones se encuentran en la
membrana citoplasma.(8)

Pared Celular, con la tincion de Gram, una proporcion importante de

bacterias puede dividirse en dos grandes grupos: Gram positivas (se
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observan de color azul - debido al colorante cristal violeta) y Gram
negativas (pierden el cristal violeta y conservan la safranina - se
aprecian de color rojo o rosado). La técnica se basa en las diferencias
fisicas fundamentales de la pared celular y emplea colorantes cationicos
(cristal violeta y safranina), que se combinan con elementos cargados
negativamente. (6,8)
2.1.1.6. Bacterias Gram Negativas
Cuentan con tres capas externas: capsula (en algunos casos), pared
celular gruesa y membrana citoplasmica. Las bacterias Gram negativas
presentan capsula (algunas), una pared celular delgada, membrana externa
(que equivale al lipopolisacarido) y una membrana interna (citoplasmética).
(8.9)
2.1.1.7. Bacterias Gram Positivas
Consiste de varias capas de peptidoglucano (formado por los azlicares
N-acetilglucosamina méas N-acetilmuramico y un tetrapéptido) que retienen el
cristal violeta utilizado en la tincién de Gram; otros componentes de la pared
incluyen redes de acido teicoico y acido lipoteicoico. Las bacterias Gram
negativas cuentan con dos membranas (una externa y una interna) asi como
una capa delgada de peptidoglucano entre ambas, en el llamado espacio
periplasmico.(6,8,9)
2.1.1.8. Crecimiento y metabolismo
La multiplicacion celular es una consecuencia directa del crecimiento y
da lugar, en el caso de las bacterias, a colonias, mediante un sistema de

reproduccion asexual denominado division binaria. Los procesos sintéticos
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involucrados en el crecimiento bacteriano incluyen mas de 2 000 reacciones
bioquimicas La velocidad de crecimiento es el cambio en numero de
bacterias por unidad de tiempo, y se expresa como el tiempo de generacion,
gue es el tiempo necesario para que se duplique una bacteria o una poblacion
de ellas.(8)

2.1.2. Escherichia coli

Es una bacteria ubicua de una gran variedad de ecosistemas incluido
el tracto gastrointestinal del ser humano y de los animales de sangre caliente.
La presencia de cepas de E. colino patégenas en el tracto intestinal tiene un
papel esencial para la salud del ser humano. (15)

Es una bacteria oportunista que se asocia a una gran variedad de
procesos infecciosos como sepsis, infecciones del tracto urinario, meningitis,
infecciones de heridas y muchas otras. (16)

2.1.3. Tipos de Escherichia coli
2.1.3.1. Escherichia Coli Enteropatogénica (Ecep)

Esta cepa causa diarrea en humanos, conejos, perros y caballos, al
igual que la enterotoxigénica, pero la etiologia y los mecanismos moleculares
de colonizacién son diferentes. Este virotipo posee una serie de factores de
virulencia que son similares a los que se encuentran en Shigella, como la
toxina shiga (17)
2.1.3.2. Escherichia Coli Enterotoxigénica (Ecet)

Se parece mucho a Vibrio cholerae, se adhiere a la mucosa del
intestino delgado, no la invade, y elabora toxinas que producen diarrea

(diarrea del viajero). No hay cambios histologicos en las células de la mucosa
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y muy poca inflamacion. Produce diarrea no sanguinolenta en nifios y adultos,
sobre todo en paises en vias de desarrollo, aunque los desarrollados también
se ven afectados. (18)

2.1.3.3. Escherichia Coli Enteroinvasiva (Ecei)

Es inmévil, no fermenta la lactosa. Invade el epitelio intestinal
causando diarrea sanguinolenta en nifios y adultos. Libera el calcio en
grandes cantidades impidiendo la solidificacién 6sea, produciendo artritis y
en algunos casos arterioesclerosis. Es una de las E. coli que causa mas dafio
debido a la invasion que produce en el epitelio intestinal. (19)

2.1.4. Campylobacter

Es un género de bacterias perteneciente a la familia
Campylobacteraceae. Las especies de este género son bacilos Gram
negativo con forma de coma y mdéviles por la presencia de uno o dos flagelos
polares. Miden entre 0,5 y 5 micras de largo por 0,2 a 0,5 micras de ancho,
tomando forma cocoide en cultivos antiguos o0 expuestos de forma
prolongada al aire. (20)
2.1.4.1. Caracteristicas

No son esporulados, reaccionan positivamente a la oxidasa, la reaccion
a la catalasa es variable, y su temperatura éptima de crecimiento oscila entre
los 25 y 42 ° C. Las colonias de este género no suelen presentar
pigmentacion y poseen metabolismo respiratorio microaerdfilo (3-5 % de O2)
con un grado bajo de oxigeno 5%, dioxido de carbono 10% y 85% en

nitrégeno. (20-21)

14



2.1.4.2. Cultivo
El género Campylobacter constituye un grupo de microorganismos que
requieren medios selectivos de cultivo, como el agar de Skirrow -constituido
por 10% sangre humana y un suplemento de varios antibiéticos (20,22)
2.1.4.3. Reservorios de Campylobacter
e Reservorios Humanos
Como sucede con otras infecciones entéricas, la via de transmision fecal-
oral entre individuos infectados es posible, en especial entre nifios sin
control esfinteriano o en ambientes con malas condiciones sanitarias.
(23)
e Reservorios Ambientales
El agua contaminada puede ser la fuente de Dbrotes de
Campylobacteriosis, sobre todo por el consumo de la misma y en
vinculacién con actividades recreacionales. También, bajo condiciones
que favorecen la replicacion del germen, la contaminacién fecal del suelo
puede ser origen de infeccion humana, principalmente por el consumo de
vegetales cosechados en ellas.(23,24)
2.1.5. Shigella
La shigella es una bacteria que puede causar una infeccién gastrointestinal
conocida como shigellosis. (25) El género Shigella, perteneciente a la familia
Enterobacteriaceae, estd formado por bacilos gramnegativos, no
esporulantes e inmdviles que son aerobios facultativos.(26)no formadoras de
esporas e incapaces de fomentar la lactosa, que pueden ocasionar diarrea

en los seres vivos.(26)
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2.1.5.1. Caracteristicas microbioldgicas

Shigella es un bacilo Gram negativo perteneciente a la familia
Enterobacteriaceae, que se encuentra estrechamente relacionada con el
género Escherichia, por sus propiedades bioquimicas, serologicas y por
similitudes genéticas. Se caracteriza por no fermentar la lactosa, ser inmovil,
no produce lisina decarboxilasa y raramente produce gas a partir de hidratos
de carbono.(25,27)
2.1.5.2. Patogenia

La infeccion por Shigella, tipicamente comienza por contaminacion
fecal-oral. Dependiendo de la edad y la condicién del hospedador, puede que
alrededor de 200 organismos sean suficientes para causar una infeccion. (28)
2.1.6. Salmonella

Las bacterias pertenecientes al género Salmonella, familia
Enterobacteriaceae, se caracterizan por ser bacilos gram negativos,
anaerobios facultativos, utilizan citrato como Unica fuente de carbono y
poseen metabolismo de tipo oxidativo y fermentativo.(29) Poseen, por lo
tanto, las caracteristicas generales de las enterobacterias: son
fermentadores de la glucosa, catalasa positivo, oxidasas negativo y suelen
ser moviles; representa una excepciéon Salmonella Gallinarum, siempre

inmévil.(30)

2.1.6.1. Taxonomia
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El género Salmonella es de taxonomia dificil, modificada en estos
ultimos afos por el aporte de estudios moleculares de homologia de ADN
qgue han clarificado el panorama taxondémico de las enterobacterias. (31)
2.1.6.2. Patogenia

Produce salmonelosis con un periodo de incubacion de entre 5 horas y
5 dias, diarrea y dolor abdominal. A través de las heces (excremento) del
enfermo se elimina gran cantidad de bacteria, y se presenta fiebre entérica

con un periodo de incubacion de 7 a 28 dias. (30,31)

2.1.7. Reglamento de la calidad del agua para consumo humano (DS
N° 031-2010-SA)

e Articulo 59°.- Agua apta para el consumo humano: Es toda agua
inocua para la salud que cumple los requisitos de calidad establecidos en
el presente Reglamento. (32)

e Articulo 60°.- Parametros microbiolégicos y otros organismos: Toda
agua destinada para el consumo humano, como se indica en la tabla I ,
debe estar exenta de bacterias coliformes totales, termo tolerantes y
Escherichia coli; virus; huevos y larvas de helmintos, quistes y ooquistes
de protozoarios patégenos; organismos de vida libre, como algas,
protozoarios, copépedos, rotiferos y nematodos en todos sus estadios
evolutivos; y para el caso de bacterias heterotréficas menos de 500
UFC/ml a 35°C. (32)

e Articulo 61°.- Parametros de calidad organoléptica: El noventa por

ciento (90%) de las muestras tomadas en la red de distribucion en cada
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monitoreo establecido en el plan de control, correspondientes a los
parametros quimicos que afectan la calidad estética y organoléptica del
agua para consumo humano, no deben exceder las concentraciones o
valores sefialados en la tabla Il del presente Reglamento. Del diez por
ciento (10%) restante, el proveedor evaluara las causas que originaron el
incumplimiento y tomard medidas para cumplir con los valores
establecidos en el presente Reglamento. (32)

Articulo 59°.- Agua apta para el consumo humano: Es toda agua inocua
para la salud que cumple los requisitos de calidad establecidos en el
presente Reglamento. (32)

Articulo 60°.- Pardmetros microbiolégicos y otros organismos: Toda
agua destinada para el consumo humano, como se indica en la tabla I ,
debe estar exenta de bacterias coliformes totales, termo tolerantes y
Escherichia coli; virus; huevos y larvas de helmintos, quistes y ooquistes
de protozoarios patégenos; organismos de vida libre, como algas,
protozoarios, copépedos, rotiferos y nematodos en todos sus estadios
evolutivos; y para el caso de bacterias heterotréficas menos de 500
UFC/ml a 35°C. (32)

Articulo 61°.- Parametros de calidad organoléptica: El noventa por ciento
(90%) de las muestras tomadas en la red de distribucidbn en cada
monitoreo establecido en el plan de control, correspondientes a los
parametros quimicos que afectan la calidad estética y organoléptica del

agua para consumo humano, no deben exceder las concentraciones o
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2.2.

valores sefialados en la tabla Il del presente Reglamento. Del diez por
ciento (10%) restante, el proveedor evaluara las causas que originaron el
incumplimiento y tomard medidas para cumplir con los valores
establecidos en el presente Reglamento. (32)
2.1.8. Laguna Acucocha
Principal fuente de abastecimiento de agua de consumo humano para la
poblacion de Cerro de Pasco, esta ubicado en la region de Cerro de Pasco,
departamento de Pasco Perl, se encuentra a una altitud de 3,999 metros

sobre el nivel del mar.(33)

Antecedentes de la Investigacion
2.2.1. Antecedentes internacionales

Estudio de Revision Sistematica realizado en Colombia (2009).
“‘Analisis De La Contaminacién Microbiolégica (Coliformes Totales Y
Fecales). En La Bahia De Santa Marta, Caribe Colombiano se evalué el nivel
de contaminaciébn microbiolégica y de las principales fuentes de
contaminacion en la Bahia de Santa Marta (BSM), se colectaron muestras de
agua para medir las concentraciones de coliformes totales y fecales en 11
estaciones y dos niveles de profundidad (1 y 20 m). Para la época de mayores
precipitaciones se encontraron altos valores de coliformes totales y fecales,
en los dos niveles de profundidad; presentandose una condicion similar para
la época seca. Con base a una escala conceptual. Se obtuvo que la BSM
presenta un grado de contaminacion medio para actividades de contacto

primario (natacion y buceo), sin embargo, existen varias fuentes de
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contaminacion (emisario submarino, rio, puerto maritimo, entre otras) que
estan generando un alto impacto sobre este ecosistema. Los altos valores de
contaminacion que se registran en la BSM se encuentran asociados a la
proximidad que tiene esta a las zonas urbanas. Teniendo como respuesta:
septiembre, durante la época de lluvia se presenta la descarga de aguas de
escorrentia a través de las calles 10 y 22 debido a la inexistencia de un
alcantarillado pluvial, y del desborde de aguas negras. En enero, continda la
contaminacion en el sector de la Calle 10 por la salida de aguas negras, las
cuales se incrementan debido al aumento de la poblaciéon durante la época
de turismo. Segun Garay et al., 2002, en la mayoria de playas con fines
turisticos donde la red realiza monitoreo, los resultados han estado por
encima de los limites permisibles de la normativa nacional entre ellas, las
playas del distrito de Santa Marta, es una zona que presenta valores muy
altos de coliformes en Los altos niveles de coliformes que se presentan en
gran medida debido al (desborde de aguas negras), en época de altas
precipitaciones; en el mes de septiembre, y de manera critica en enero.(34)

Estudio realizado en Barcelona (2009). “Deteccion de microrganismos
en agua de montafias en relacion a altitud y temperatura”, realizado por el
Instituto de Investigaciones Quimicas y Ambientales del CSIC concluye que
a pesar de ser lugares muy alejados de los focos de contaminacion, los lagos
de alta montafa en altas cotas de altitud estan mas contaminados que los
gue estan a menor altitud. Los expertos han analizado los niveles de cuatro
grupos de contaminantes clorados (hexaclorobenceno,

hexaclorociclohexano, policlorobifenilos y DDT) en musculo e higado de
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truchas de 11 lagos de alta montafia de Noruega, los Alpes, las montafias de
Tatra (Carpatos), los Pirineos, las montafias Rila (Bulgaria) y Escocia. En
estas especies los expertos han comparado factores como altitud,
temperatura, contaminacién en agua o grasas en tejido muscular de los
peces. Para los expertos, la mayor concentracion de organoclorados
depende de variables como la edad del animal y la altitud del lago. (35)

Estudio Realizado en América. (2009) “Brotes epidémicos de E.coli
0157 y Campylobacter en Walkerton y North Battleford (Canadd), y por
Cryptosporidium en los Estados Unidos.Oficina Regional de la OMS registro”
Este mismo mes se ha informado de la contaminacién por E.coli del agua de
bebida extraida de pozos en el estado de Ohio (Estados Unidos). En algunos
casos, cientos de miles de personas han caido enfermas debido a la
presencia de microbios de ese tipo en el agua potable, lo cual demuestra lo
gue puede suceder si no existe una gestion preventiva de la calidad del agua
potable. En respuesta a estos brotes, las autoridades reguladoras han
empezado a adoptar un enfoque mas preventivo, por ejemplo, en el caso de
los Estados Unidos, promoviendo la norma de someter a tratamiento las
aguas superficiales. (37)

Estudio Realizado en Africa (2010). “Tecnologias de tratamiento del
agua de consumo doméstico y de almacenamiento seguro del agua’.
Realizado por la oficina Regional de la OMS en la ultima edicion de las Guias
se aborda la aplicacion de un tema de creciente interés ya que hay 1100
millones de habitantes de zonas rurales y urbanas que siguen dependiendo

del agua insalubre de rios, lagos y pozos abiertos. En el Africa subsahariana,
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las aguas subterraneas pueden tener un elevado contenido de minerales o
productos quimicos, como arsénico y, sobre todo, fluoruro. En algunos
distritos de Kenya, Sudafrica, Tanzania y Uganda, por ejemplo, los niveles
de fluoruro en las aguas subterraneas se elevan hasta 25 mg/litro, muy por
encima del valor limite de 1,5 mg/litro recomendado por las Guias. En estos
paises las poblaciones padecen fluorosis dental y fluorosis 6sea grave.Las
poblaciones vulnerables no pueden permitirse esperar a que se cumpla el
objetivo ultimo de disponer de agua corriente salubre. Los proveedores de
agua reconocen cada vez mas el valor de las intervenciones en los puntos
de uso y solicitan orientaciones al respecto, cabe citar un estudio reciente de
400 familias de un campamento de refugiados de Malawi, que mostr6 que la
utilizacion de un contenedor con cubierta y un grifo habia permitido reducir
considerablemente la contaminacion del agua y se habia traducido en una
disminucion del 31% de los casos de enfermedades diarreicas entre los nifios
menores de cinco afos. (36)
2.2.2. Antecedentes nacionales

Estudio realizado en el Peru (2011). “Bacterias Halotolerantes
Productoras De Hidrolasas Aisladas de Aguas Termales De Tarapoto.
Estudio bacterias halotolerantes productoras de hidrolasas de interés
biotecnolégico aisladas de aguas termales de Tarapoto. Para ello, se
recolectaron muestras de agua y se sembraron en agar tripticasa de soya
conteniendo cloruro de sodio 5% a 37 °C por 24 h. Se seleccionaron 14
bacterias por presentar colonias de diferente tamafio, color y consistencia,

luego se determinaron sus caracteristicas morfologicas, fisiolégicas vy
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capacidad hidrolitica a tween 80, almiddn, gelatina, carboximetilcelulosa y
lactosa. Los 14 aislados se agruparon segun el perfil de hidrdlisis de los
sustratos antes descritos en los siguientes grupos: | (almidén), 1l (lactosa), Il
(tween 80y gelatina), IV (tween 80 y almiddn), V (almidén, gelatina y lactosa),
VI (tween 80, almidon y gelatina) correspondiendo en nimero de bacterias a
1,1,1,5,1, 5; respectivamente. El 86% (12/14) de los aislados hidrolizd6 més
de dos sustratos, pero ninguno carboximetilcelulosa; el 93% (13/14) fueron
bacilos, crecieron éptimamente entre 30 y 40 °C a pH entre 5,0 y 8,0, todos
formaron colonias de consistencia gomosa. Las caracteristicas culturales de
los aislados y los perfiles de hidrélisis indican que al menos existen 6
especies 0 cepas bacterianas productoras de enzimas hidroliticas con gran
potencial industrial. Detecto que en las aguas termales de Tarapoto se
aislaron 14 bacterias halotolerantes de aguas termales, la mayoria son Gram
negativas, méviles, gomosas, crecen a 37 °C, pH 6,0. (38)

Estudio Realizado en lima Peru. (2002) “Microrganismos indicadores
de la calidad del agua del consumo humano en lima metropolitana” Estudio
el peligro mas comun con relacion al agua de consumo humano es el de su
contaminacion, directa o indirectamente, debido a la accibn de aguas
residuales, excretas de hombres y animales, ademas de factores
fisicoquimicos y ambientales. Encontrando el 17,86% de sus muestras
tomadas contaminadas con Pseudomonas aeuroginosa Yy Estreptococos

fecales en el agua de consumo humano. (39)
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3.1.

3.2.

3.3.

3.3.

CAPITULO Il

METODOLOGIA
Disefio del Estudio
Estudio descriptivo de tipo transversal.
Poblacién
El agua de la laguna Acucocha de la region de Cerro de Pasco, Pera.
Muestra
Se seleccion6é las muestras de cinco zonas del perimetro de la laguna
Acucocha ubicada a 3999 msnm, El nimero de muestras que se recolecto
es de cinco frascos por cada 30 cm del perimetro de la laguna Acucocha;
haciendo un total de 5 muestras. Con el fin de detectar bacterias
potencialmente patdgenas que puedan dafar la salud de los pobladores de
Pasco ya que la laguna es el principal abastecimiento de agua para dicha

ciudad.

Operacionalizacion de Variables

Variable Definicion Definicion Escala de Forma de
Conceptual operacional | medicion registro
Presencia de
Bacterias
Principal potencialmente "

- , . L. . e Positivo
Bacterias patogenas en | Microscopica Binaria . N i
Patogenas | laguna Acucocha egativo

de cerro de
Pasco.
. Es el tipo de oE. Coli
Secundaria )
=———— | bacteria presente . . e Campylobacter
Tipo de Cultivo Nominal .

. en la Laguna ¢ Shigella

bacteria
Acucocha. e Salmonella

Fuente: Elaboracion propia
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3.4.

Procedimientos y Técnicas

Luego de haberse aprobado el proyecto de investigacion, se coordiné con el
jefe de laboratorio del hospital Essalud — Pasco - Espéranza, a fin de brindar
las facilidades para la el procedimiento del estudio de agua en el ambiente
de microbiologia. Se seleccioné las muestras de cinco zonas del perimetro
de la laguna ACUCOCHA que esta ubicada a 39990 msm, El nimero de
muestras que se recolecto fue de cinco frascos por cada 30 cm del perimetro
de la laguna ACUCOCHA. Las muestras fueron selladas y conducidas al
laboratorio de Es salud — Pasco - Esperanza en donde Cada muestra sera
rotulada con sus respectivos datos y numeraciones de acuerdo al orden de
recoleccion. Se realizando tres tipos de examenes. (Ver anexos)

Examen directo: se realizé la lectura de ph de todas las muestras con el
rotulado de tubos para la respectiva centrifugacion de 10 min a 3500 rpm;
seguidamente rotuaos la laminas porta objetos para realizar el examen
microscoépico donde observamos restos vegetales y huevo de Taenia sp,
posteriormente se paso a realizar la coloracion. (Ver anexos)

Coloracion gram: Se realiz6 el extendido con un palillo de madera, después
se deja secar a temperatura ambiente o utilizando un mechero, se fija la
muestra con metanol durante un minuto o al calor (flameado tres veces
aproximadamente). Se agrega azul violeta (cristal violeta o violeta de
genciana) y esperaramos un minuto. Se enjuaga con agua no directamente
sobre la muestra agregar lugol y esperar un minuto aproximadamente.

Agregamos alcohol acetona y esperar entre 5 y 30 segundos segun la
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3.5.

concentracion del reactivo (parte critica de la coloracion). (Las gram negativa
se decoloran, las gram positivas no) se Enjuagar con agua. Para observar al
microscopio éptico es conveniente hacerlo a 100x con aceite de inmersion.
(Ver anexos)
Sembrio: se divide la placa en tres partes, se sembr6 en cada tercio el indculo
tomado de los cultivos crecidos. Se introduce el asa de siembra en el tubo
con cultivo crecido y se toma una gota de inéculo que se extiende sobre el
agar de la placa deslizando el asa suavemente por su superficie en zig-zag,
seguidamente se coloca las placas en la incubadora a 37 °C hasta que haya
habido crecimiento bacteriano.
Observacion de los resultados: En primer lugar, se observa a simple vista
diversas caracteristicas como el color y el borde de las colonias crecidas en
el agar asi como el olor y la turbidez del medio ya que en algunos casos
suelen ser tipicos de un determinado tipo de microorganismo, estos
resultados fueron registrados en una base de datos empleando una hoja de
calculo de Microsoft Excel, para luego realizar el andlisis estadistico
respectivo andlisis. (Ver anexos).
Plan de analisis de datos

Los datos recolectados Fueron tabulados y comparados de acuerdo a
las zonas donde se recolectaron las muestras, determinando
estadisticamente que tipo de bacterias se detectd en cada muestra, Los datos
seran analizados mediante el programa estadistico SPSS version 21.0.

Se determin6 medidas de tendencia central. Se empleara tablas de

frecuencia y de contingencia.
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CAPITULO IV:

RESULTADOS ESTADISTICOS

4.1. Resultados

Tabla 1. Distribucion segun el lugar de toma de muestra

Toma de muestra N %

Extremo norte 5 20,0
Extremo sur 5 20,0
Extremo este 5 20,0
Extremo oeste 5 20,0
Interno 5 20,0
Total 25 100,0

Fuente: Elaboracion propia
Se recolectaron 25 muestras de agua de la laguna Acucocha en Cerro de
Pasco, de los cuales 5 (20.0%) fueron del extremo norte, 5 (20.0%) del
extremo sur, 5 (20.0%) del extremo este, 5 (20.0%) del extremo oeste y 5
(20.0%) fueron de la parte interna de la laguna (Tabla 1).

Figura 1. Distribucién segun el lugar de toma de muestra
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Toma de muestra

Fuente: Elaboracién propia
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Tabla 2. Caracteristicas quimicas y fisicas de lalaguna Acucocha

; Temp.
Medidas pH °C)

Valido 25,0 25,0
Perdidos 0,0 0,0
Media 7,5 4,0
Error estandar de la media 0,0 0,0
Mediana 7,5 4,0
Moda 7,5 4,0
Desviacion estandar 0,0 0,0
Varianza 0,0 0,0
Rango 0,0 0,0
Minimo 7,5 4,0
Maximo 7,5 4,0

Suma 187,5 100,0

Fuente: Elaboracién propia
En relacién a las caracteristicas quimicas y fisicas de la laguna Acucocha,

todas las muestras de agua tenian un pH de 7,5; por lo tanto la mediana y
moda tenian el mismo valor. Asimismo la temperatura en las 25 muestras de
agua fue de 4° centigrados, siendo el mismo valor en las otras medidas de
tendencia central (Tabla 2).

Tabla 3. Resultados del examen directo de la muestra
Examen directo N %
Restos vegetales 25 100,0
Huevos de Taenia sp 25 100,0

Total 25 100,0

Fuente: Elaboracién propia

De acuerdo a los resultados del examen directo, en las muestras de agua se
observaron restos vegetales y huevos de Taenia sp., lo cual representa una

frecuencia del 100,0% en ambos casos (Tabla 3).
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Porcentaje

Porcentaje

Figura 2. Resultados del examen directo de la muestra
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Fuente: Elaboracién propia

Figura 3. Resultados del examen directo de la muestra
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Tabla 4. Distribucion de la muestra segun el resultado de la coloracion Gram

Coloracion Gram N %
Gram positivo 0 0,0
Gram negativo 10 40,0
Negativo 15 60,0
Total 25 100,0

Fuente: Elaboracién propia

En cuanto a los resultados de la coloracién Gram, en 10 muestras de agua se

encontraron bacterias Gram negativas, lo cual representa un 40,0% de

frecuencia. No se hallaron bacterias Gram positivas (Tabla 4).

Figura 4. Distribucién de la muestra segun el resultado de la coloracion
Gram
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Tabla 5. Coloracién Gram segun el lugar de la toma de muestra

Coloracién Gram

Tomade Grgm Gram Negativo Total
muestra positivo negativo
N % n % n % n %
Extremo norte 0 0,0% 5 50,0% 0 0,0% 5 20,0%
Extremo sur 0 0,0% 0 0,0% 5 33,3% 5 20,0%
Extremo este 0 0,0% 5 50,0% 0 0,0% 5 20,0%
Extremo oeste 0 0,0% 0 0,0% 5 33,3% 5 20,0%
Interno 0 0,0% 0 0,0% 5 33,3% 5 20,0%
Total 0 0,0% 10 100,0% 15 100,0% 25 100,0%

Fuente: Elaboracién propia

En relacion al lugar de la toma de muestra de las 10 muestras que resultaron Gram

negativas, 5 (50,0%) correspondian al extremo norte y 5 (50,0%) correspondian al

extremo este. Se encontré asociacion significativa entre el lugar de la toma de

muestra y la presencia de bacterias Gram negativas, siendo los extremos norte y

este de la laguna Acucocha, los mas contaminados (Tabla 5).

Figura 5. Coloracion Gram segun el lugar de la toma de muestra
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Tabla 6. Distribucion de la muestra segun el resultado del cultivo

Cultivo N %
Escherichia coli 10 40,0
Negativo 15 60,0

Total 25 100,0

Fuente: Elaboracion propia
En cuanto al resultado del cultivo que se realizé a las muestras de agua de la
laguna Acucocha, 10 fueron positivos, lo cual representa un 40,0% de
frecuencia. Luego del aislamiento y los procedimientos de identificacion
bacteriana, todas las muestras de agua con cultivo positivo, resultaron

compatibles con Escherichia coli (Tabla 6).

Figura 6. Distribucion de la muestra segun el resultado del cultivo
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Tabla 7. Resultados del cultivo segun el lugar de latoma de muestra

Cultivo
Toma de Escherichia Neqativo Total
muestra coli g
N % n % n %
Extremo norte 5 50,0% 0 0,0% 5 20,0%
Extremo sur 0 0,0% 5 33,3% 5 20,0%
Extremo este 5 50,0% 0 0,0% 5 20,0%
Extremo oeste 0 0,0% 5 33,3% 5 20,0%
Interno 0 0,0% 5 33,3% 5 20,0%
Total 10 100,0% 15 100,0% 25 100,0%

Fuente: Elaboracién propia

En relacion al lugar de la toma de muestra de las 10 muestras de agua que

resultaron compatibles con Escherichia coli, 5 (50,0%) correspondian al extremo

norte y 5 (50,0%) al extremo este. Se encontrdé asociacion significativa entre el

lugar de la toma de muestra y la presencia de Escherichia coli, siendo los

extremos norte y este de la laguna Acucocha, los mas contaminados (Tabla 7).

Figura 7. Resultados del cultivo segun el lugar de latoma de muestra
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Tabla 8. Resultados del cultivo segun la coloracion Gram

Cultivo
Coloracién ESCheri.Chia NegatiVO Total
Gram coli
N % n % n %

Gram positivo 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0%
Gram negativo 10 100,0% O 0,0% 10 40,0%
Negativo 0 0,0% 15 100,0% 15 60,0%

Total 10 100,0% 15 100,0% 25 100,0%

Fuente: Elaboracién propia

En cuanto a los resultados de la coloracion Gram de las muestras de agua

compatibles con Escherichia coli, todas fueron bacterias Gram negativas,

mostrando una excelente correlacion (p<0,01) (Tabla 4).

Figura 8. Resultados del cultivo segun la coloracion Gram
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4.2.

Discusion de resultados

Estudio de Revision Sistematica realizado en Colombia (2009). “Analisis De
La Contaminacion Microbioldgica (Coliformes Totales Y Fecales). En La Bahia
De Santa Marta, se colectaron muestras de agua para medir las
concentraciones de coliformes totales y fecales en 11 estaciones y dos niveles
de profundidad (1 y 20 m). Se obtuvo que la BSM presenta un grado de
contaminacion medio para actividades de contacto primario (natacion y
buceo), sin embargo, existen varias fuentes de contaminacion (emisario
submarino, rio, puerto maritimo, entre otras) que estan generando un alto
impacto sobre este ecosistema. Los altos valores de contaminacién que se
registran en la BSM son de coliformes fecales y se encuentran asociados a la
proximidad que tiene esta a las zonas urbanas. Teniendo como respuesta:
septiembre, durante la época de lluvia se presenta la descarga de aguas de
escorrentia a través de las calles 10 y 22 debido a la inexistencia de un
alcantarillado pluvial, y del desborde de aguas negras. En enero, continda la
contaminacion en el sector de la Calle 10 por la salida de aguas negras, las
cuales se incrementan debido al aumento de la poblacion durante la época de
turismo. Santa Marta por lo tanto es una zona que presenta debido al
(desborde de aguas negras), en época de altas precipitaciones; en el mes de
septiembre, y de manera critica en enero. En comparacion con nuestro estudio
en 25 muestras recolectadas de agua de la laguna Acucocha en Cerro de
Pasco Se observaron restos vegetales y huevos de Taenia sp., lo cual

representa una frecuencia del 100,0% en ambos casos, también se
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encontraron bacterias Gram negativas, lo cual representa un 40,0% de
frecuencia. No se hallaron bacterias Gram positivas.

Estudio realizado en Barcelona (2009). “Deteccion de microrganismos en agua
de montafas en relacion a altitud y temperatura”, realizado por el Instituto de
Investigaciones Quimicas y Ambientales del CSIC concluye que a pesar de
ser lugares muy alejados de los focos de contaminacion, los lagos de alta
montafia en altas cotas de altitud estan mas contaminados que los que estan
a menor altitud. Del mismo modo nuestro estudio en cuanto al resultado del
cultivo que se realiz6 a las muestras de agua de la laguna Acucocha, 10 fueron
positivos, lo cual representa un 40,0% de frecuencia. Luego del aislamiento y
los procedimientos de identificacion bacteriana, todas las muestras de agua
con cultivo positivo, resultaron compatibles con Escherichia coli.

Estudio Realizado en Norteamérica. (2009) “Brotes epidémicos de E.coli 0157
y Campylobacter en Walkerton y North Battleford (Canada), y por
Cryptosporidium en los Estados Unidos.Oficina Regional de la OMS registro”
Este mismo mes se ha informado de la contaminacion por E.coli del agua de
bebida extraida de pozos en el estado de Ohio (Estados Unidos). En algunos
casos, cientos de miles de personas han caido enfermas debido a la presencia
de microbios de ese tipo en el agua potable, lo cual demuestra lo que puede
suceder si no existe una gestion preventiva de la calidad del agua potable. A
comparacion de nuestro estudio en relacion al lugar de la toma de muestra de
las 10 muestras de agua que resultaron compatibles con Escherichia coli, 5
(50,0%) correspondian al extremo norte y 5 (50,0%) al extremo este. Se

encontré asociacion significativa entre el lugar de la toma de muestra y la
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presencia de Escherichia coli, siendo los extremos norte y este de la laguna
Acucocha, los mas contaminados.

Estudio Realizado en Africa (2010). “Tecnologias de tratamiento del agua de
consumo doméstico y de almacenamiento seguro del agua”. Realizado por la
oficina Regional de la OMS. Describen que en el Africa subsahariana, las
aguas subterrdneas pueden tener un elevado contenido de minerales o
productos quimicos, como arsénico y, sobre todo, fluoruro. En algunos distritos
de Kenya, Sudafrica, Tanzania y Uganda, por ejemplo, los niveles de fluoruro
en las aguas subterraneas se elevan hasta 25 mg/litro, muy por encima del
valor limite de 1,5 mg/litro recomendado por las Guias. En estos paises las
poblaciones padecen fluorosis dental y fluorosis 6sea grave.Las poblaciones
vulnerables no pueden permitirse esperar a que se cumpla el objetivo Ultimo
de disponer de agua corriente salubre. Los proveedores de agua reconocen
cada vez mas el valor de las intervenciones en los puntos de uso y solicitan
orientaciones al respecto, cabe citar un estudio reciente de 400 familias de un
campamento de refugiados de Malawi, que mostré que la utilizacion de un
contenedor con cubierta y un grifo habia permitido reducir considerablemente
la contaminacion del agua y se habia traducido en una disminucion del 31%
de los casos de enfermedades diarreicas entre los nifios menores de cinco
afios. Del mismo modo los resultados de nuestro estudio escriben que las
muestras de agua compatibles con Escherichia coli, todas fueron bacterias
Gram negativas, mostrando una excelente correlacion (p<0,01) lo cual es un
indicador que va repercutir en la salud de los pobladores que consumen esta

agua.
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Estudio realizado en el Peru (2011). “Bacterias Halotolerantes Productoras De
Hidrolasas Aisladas de Aguas Termales De Tarapoto. Estudio bacterias
halotolerantes productoras de hidrolasas de interés biotecnolégico aisladas de
aguas termales de Tarapoto. Para ello, se recolectaron muestras de agua y se
sembraron en agar tripticasa de soya conteniendo cloruro de sodio 5% a 37
°C por 24 h. Se seleccionaron 14 bacterias por presentar colonias de diferente
tamafo, color y consistencia, luego se determinaron sus caracteristicas
morfologicas, fisiologicas y capacidad hidrolitica a tween 80 los resultados
muestran que las caracteristicas culturales de los aislados y los perfiles de
hidrélisis indican que al menos existen 6 especies 0 cepas bacterianas
productoras de enzimas hidroliticas con gran potencial industrial. Detecto que
en las aguas termales de Tarapoto se aislaron 14 bacterias halotolerantes de
aguas termales, la mayoria son Gram negativas, moviles, gomosas, crecen a
37 °C, pH 6,0. En comparacion con nuestro estudio se observaron restos
vegetales y huevos de Taenia sp., lo cual representa una frecuencia del
100,0% en ambos casos.

Estudio Realizado en lima Peru. (2002). “Microrganismos indicadores de la
calidad del agua del consumo humano en lima metropolitana” Estudio el
peligro mas coman con relacion al agua de consumo humano es el de su
contaminacion, directa o indirectamente, debido a la accidbn de aguas
residuales, excretas de hombres y animales, ademas de factores
fisicoquimicos y ambientales. Encontrando el 17,86% de sus muestras

tomadas contaminadas con Pseudomonas aeuroginosa y Estreptococos
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fecales en el agua de consumo humano. En cuanto a los resultados de nuestro
estudio la coloracién Gram, en 10 muestras de agua se encontraron bacterias
Gram negativas, lo cual representa un 40,0% de frecuencia. No se hallaron

bacterias Gram positivas.
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4.3. Conclusiones

1.

Para la obtencion de los resultados de las 25 muestras recolectadas de
agua de la laguna Acucocha en Cerro de Pasco fueron distribuidas: 5
muestras (20.0%) fueron del extremo norte, 5 muestras (20.0%) del
extremo sur, 5 (20.0%) del extremo este, 5 muestras (20.0%) del extremo
oeste y 5 muestras (20.0%) fueron de la parte interna de la laguna.
Respecto a las Caracteristicas quimicas Yy fisicas de la laguna Acucocha
todas las muestras de agua tenian un pH de 7,5; Asimismo la temperatura
en las 25 muestras de agua fue de 4° centigrados.

Respecto a los resultados del examen directo de la muestra. Se
observaron restos vegetales y huevos de Taenia sp., lo cual representa
una frecuencia del 100,0% en ambos casos.

En cuanto a los resultados de la coloracion Gram, en 10 muestras de agua
se encontraron bacterias Gram negativas, lo cual representa un 40,0% de
frecuencia. No se hallaron bacterias Gram positivas.

En relacion al lugar de la toma de muestra de las 10 muestras que
resultaron Gram negativas, 5 (50,0%) correspondian al extremo norte y 5
(50,0%) correspondian al extremo este. Se encontr6 asociacion
significativa entre el lugar de la toma de muestra y la presencia de
bacterias Gram negativas, siendo los extremos norte y este de la laguna
Acucocha, los mas contaminados.

En cuanto al resultado del cultivo que se realizé a las muestras de agua
de la laguna Acucocha, 10 fueron positivos, lo cual representa un 40,0%

de frecuencia. Luego del aislamiento y los procedimientos de identificacion
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bacteriana, todas las muestras de agua con cultivo positivo, resultaron
compatibles con Escherichia coli.

En relacion al lugar de la toma de muestra de las 10 muestras de agua que
resultaron compatibles con Escherichia coli, 5 (50,0%) correspondian al
extremo norte y 5 (50,0%) al extremo este. Se encontré asociacion
significativa entre el lugar de la toma de muestra y la presencia de
Escherichia coli, siendo los extremos norte y este de la laguna Acucocha,
los mas contaminados.

En cuanto a los resultados de la coloracién Gram de las muestras de agua
compatibles con Escherichia coli, todas fueron bacterias Gram negativas,

mostrando una excelente correlacion (p<0,01).
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4.4. Recomendaciones

1. Realizar investigaciones para la caracterizacion de sedimentos (lodos) y
otros residuos sélidos en los principales afluentes y bahias de la laguna
Acucocha en Cerro de Pasco implementando politicas de conservaciéon de
especies nativas que albergaba esta laguna y que ahora esta en proceso
de extincion

2. Se recomienda Tomar medidas urgentes contra la contaminacion de agua
de la laguna Acucocha en Cerro de Pasco y difundir las acciones positivas
para mantener una relacion armoniosa entre el hombre y la naturaleza, de
modo que el impacto ocasionado por el aprovechamiento de recursos sea
minimo, generar conciencia ciudadana a través de los medios de
comunicaciéon masiva sobre la importancia y bondades que ofrece esta
laguna.

3. Proponiendo contingencias y planes de tratamiento de descontaminacion,
con monitoreo y supervisiones permanentes de la extraccion de metales, en
lo que respecta al sector minero hacia las cuencas de la laguna Acucocha
en Cerro de Pasco.

4. El gobierno peruano debe trabajar contra la mineria ilegal que se practica
en este distrito, porque los residuos (metales pesados) caen a las vertientes
la cuales desembocan en la laguna, erosionando su lecho. Asi mismo el
manejo Adecuado y disposicion adecuada principalmente de las cuatro
vias: vertimiento de aguas servidas, de basuras, de relaves mineros y de

productos quimicos. y Aplicar las 3 R: (Reducir, Reusar, y Reciclar).
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ANEXO N° 1

Limites méximos permisibles

LIMITES MAXIMOS PERMISIBLES DE PARAMETROS

MICROBIOLOGICOS Y PARASITOLOGICOS

Parametros

Unidad de
medida

Limite mdaximo
permisible

. Bactérias Coliformes Totales.

. E. Coli

. Bactérias Coliformes Termotolerantes

o Fecales.

. Bactérias Heterotréficas

. Huevos v larvas de Helmintos, quistes
W ooquistes de protozoarios
patdgenos.

. Wirus

. Organismos de vida lbre. como
algas. protozoarios. copeépodos,
rotiferos, nemdatodos en todos  sus
estadios evolutivos

UFC/100 mL a
35°C

UFC/100 mL a
44,5°C

UFC/100 mL a
44,5%C

UFC/mL a 35°C

N arg/fL

UFC /¥ mL

N arg/fL

o

o)

o

500

o}

UFC = Unidad formadora de colonias

[}

LIMITES MAXIMOS PERMISIBLES DE PARAMETROS DE

CALIDAD ORGANOLEPTICA

En caso de analizar por la técnica del NMP por tubos mdltiples = < 1,8 /100 mil

Parametros Unidad de medida Limite méximo permisible

1. Olor — Aceptable
2. Sabor — Aceptable
3. Calor UCV escala Pt/Co 15

4. Turbiedad UNT 5

5. pH Valor de pH 65 a 85
6. Conductividad (25°C) prmhofcm 1500

7. So6lidos totales disueltos mglL! 1000

8. Cloruros mg ClI- L 250

9. Sulfatos mg S04= L 250

10. Dureza total mg CaCQs L 500

11. Amoniaco mg N L1 1.5

12. Hierro mg Fe L 03

13. Manganeso mg Mn L1 0.4

14, Aluminio mg Al L-1 02

15. Caobre mg Cu L 20

16. Zinc mg In L 30

17. Sodio mg Na L 200

UCV = Unidad de color verdadero

Unidad nefelométrica de turbiedad
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ANEXO N° 2
Laguna Acucocha

LAGUNA ACUCOCHA

Principal fuente de abastecimiento de agua de consumo humano para la
poblacion de Cerro de Pasco, est4 ubicado en la regién de Cerro de Pasco,
departamento de Pasco Peru, se encuentra a una altitud de 3,999 metros sobre el
nivel del mar.
Poblacion:
La poblacién de estudio sera el Agua de la laguna ACUCOCHA de la regién de

Cerro de Pasco, Peru

1. Muestra:

Se seleccionara las muestras de cinco zonas del perimetro de la laguna
ACUCOCHA que esta ubicada a 3999 msm, El nimero de muestras que se
recolectara sera de cinco frascos por cada dos metros del perimetro de la laguna
ACUCOCHA y posteriores cinco del centro de dicha laguna; haciendo un total de 25
muestras. Con el fin de detectar bacterias potencialmente patdégenas que puedan
dafar la salud pe los pobladores de Pasco ya que la laguna es el principal

abastecimiento de agua para dicha ciudad.
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2. Procedimientos y Técnicas:

Luego de haberse aprobado el proyecto de investigacién, se coordiné con el jefe de
laboratorio del hospital Essalud — Pasco - Espéranza, a fin de brindar las facilidades
para la el procedimiento del estudio de agua en el ambiente de microbiologia. Se
selecciond las muestras de cinco zonas del perimetro de la laguna ACUCOCHA que
esta ubicada a 39990 msm, El numero de muestras que se recolecto fue de cinco
frascos por cada 30 cm del perimetro de la laguna ACUCOCHA. las muestras fueron
selladas y conducidas al laboratorio de Es salud — Pasco - Esperanza en donde
Cada muestra sera rotulada con sus respectivos datos y numeraciones de acuerdo
al orden de recoleccion. Realizando tres tipos de examenes.

Examen directo: se realiz6 la lectura de ph de todas,las muestras con el rotulado
de tuvos para la respectiva centrifugacién de 10 min a 3500 rpm;seguidamente
rotuaos la lamunas porta ojetos para realizar el examen microscépico donde
oservamos restos vegetales y huevo de Taenia sp. Posteriormente pasar a reaizar
la coloracion.(ver anexos)

Coloracion gram: Se realzo el extendido con un palillo de madera, después se deja
secar a temperatura ambiente o utilizando un mechero, se fija la muestra con

metanol durante un minuto o al calor (flameado tres veces aproximadamente). Se
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agrega azul violeta (cristal violeta o violeta de genciana) y esperaramos un minuto.
Se Enjuaga con agua no directamente sobre la muestra Agregar lugol y esperar un
minuto aproximadamente. Agregamos alcohol acetona y esperar entre 5 y 30
segundos segun la concentracion del reactivo (parte critica de la coloracion). (las
gram negativa se decoloran, las gram positivas no) se Enjuagar con agua.Para
observar al microscopio éptico es conveniente hacerlo a 100x con aceite de
inmersion.

Sembrio: se divide la placa en tres partes, se sembrd en cada tercio el indculo
tomado de los cultivos crecidos. Se introduce el asa de siembra en el tubo con
cultivo crecido y se toma una gota de in6culo que se extiende sobre el agar de la
placa deslizando el asa suavemente por su superficie en zig-zag.sguidamente se
coloca las placas en la incubadora a 37 °C hasta que haya habido crecimiento
bacteriano.

Observacion de los resultados: En primer lugar, se observa a simple vista
diversas caracteristicas como el color y el borde de las colonias crecidas en el agar
asi como el olor y la turbidez del medio ya que en algunos casos suelen ser tipicos
de un determinado tipo de microorganismo. Estos resultados fueron registrados en
una base de datos empleando una hoja de calculo de Microsoft Excel, para luego

realizar el andlisis estadistico respectivo.
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ANEXO N° 3

Toma de muestras

PRIMERA ZONA DE TOMA DE MUESTRA

1. RECOLECCION DE MUESTRA

2. ROTULADO DE LA MUESTRA
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1.

2.

SEGUNDA ZONA DE TOMA DE MUESTRA

RECOLECCION DE MUESTRA
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1.

2.

TERCERA ZONA DE TOMA DE MUESTRA

RECOLECCION DE MUESTRA

ol
)
e
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CUARTA ZONA DE TOMA DE MUESTRA

1. RECOLECCION DE MUESTRA

2. ROTULADO DE LA MUESTRA
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1.

2.

QUINTA ZONA DE TOMA DE MUESTRA

RECOLECCION DE MUESTRA
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ANEXO N° 4

Procedimiento de la muestra

LECTURA DE PH DE LA PRIMERA MUESTRA

2.
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3. ROTULADO DE LAMINAS PARA LA OBSERVACION DIRECTA

4. LECTURA DE LAMINAS CON APOYO DE UN ESPECIALISTA

5. COLORACION GRAM
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ANEXO N° 5

Resultados

el nivel del mar. externo norte

MUESTRA DE AGUA DE LA LAGUNA ACUCOCHA

UBICADO: region de Cerro de Pasco, departamento de Pasco Per(, se encuentra a una altitud de 3,999 metros sobre

TEMPERATURA: 4° C

PH: 7.5

LUGAR DE EJECUCION: LABORATORIO ESSALUD - PASCO — LA ESPERANZA

Frasco Tipo de
N° 1 Tiempo Examen Directo bacteria Sembrio y Cultivo
De coloracion
N° | Centrifugacio Gram
De tubo n
-Restos vegetales - Bacilos Gram | AISLADO
10 minutos -huevos de Taeniasp. | Negativos -Presencia de E coli.
1 35000 rpm. Por el excremento de animales.
- Agar macconkey (+)
- Agar Sangre (-)
Restos vegetales - Bacilos Gram | AISLADO
10 minutos -huevos de Taeniasp. | Negativos -Presencia de E coli.
2 35000 rpm. Por el excremento de animales.
- Agar macconkey (+)
- Agar Sangre (-)
-Restos vegetales - Bacilos Gram | AISLADO
3 10 minutos -parasitos flagelados | Negativos -Presencia de E coli.
35000 rpm. - tenia Por el excremento de animales.
- Agar macconkey (+)
- Agar Sangre (-)
- Restos vegetales - Bacilos Gram | AISLADO
4 10 minutos -parasitos flagelados | Negativos -Presencia de E coli.
35000 rpm. - tenia Por el excremento de animales.
- Agar macconkey (+)
- Agar Sangre (-)
-Restos vegetales - Bacilos Gram | AISLADO
5 10 minutos -parasitos flagelados | Negativos -Presencia de E coli.
35000 rpm. - tenia contaminacion) | Por el excremento de animales.

- Agar macconkey (+)

- Agar Sangre (-)
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MUESTRA DE AGUA DE LA LAGUNA ACUCOCHA

UBICADO: region de Cerro de Pasco, departamento de Pasco PerU, se encuentra a una altitud de 3,999 metros

sobre el nivel del mar. Extremo este

TEMPERATURA: 4° C

PH: 7.5

LUGAR DE EJECUCION: LABORATORIO ESSALUD - PASCO - LA ESPERANZA

Frasco Tipo de bacteria
N° 2 Tiempo Examen coloracién Gram Sembrio y Cultivo
N° | De Centrifugacion | Directo
De
tubo
-Restos - Bacilos Gram | AISLADO
10 minutos vegetales Negativos -Presencia de E coli.
1 35000 rpm. -huevos de Por el excremento de animales.
Taeniasp. - Agar macconkey (+)
- Agar Sangre (-)
Restos - Bacilos Gram | AISLADO
10 minutos vegetales Negativos -Presencia de E coli.
2 35000 rpm. -huevos de Por el excremento de animales.
Taeniasp. - Agar macconkey (+)
- Agar Sangre (-)
-Restos - - Bacilos Gram | AISLADO
3 10 minutos vegetales Negativos -Presencia de E coli.
35000 rpm. -parasitos Por el excremento de animales.
flagelados - Agar macconkey (+)
- tenia - Agar Sangre (-)
- Restos | - Bacilos  Gram | AISLADO
4 10 minutos vegetales Negativos -Presencia de E coli.
35000 rpm. -parasitos Por el excremento de animales.
flagelados - Agar macconkey (+)
- tenia - Agar Sangre (-)
-Restos - Bacilos Gram | AISLADO
5 10 minutos vegetales Negativos -Presencia de E coli.
35000 rpm. -parasitos contaminacion) Por el excremento de animales.
flagelados - Agar macconkey (+)
- tenia - Agar Sangre (-)
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MUESTRA DE AGUA DE LA LAGUNA ACUCOCHA

UBICADO: regién de Cerro de Pasco, departamento de Pasco Perd, se encuentra a una altitud de 3,999 metros

sobre el nivel del mar. extremo sur

TEMPERATURA: 4° C

PH: 7.5

LUGAR DE EJECUCION: LABORATORIO ESSALUD - PASCO — LA ESPERANZA

Frasco Tipo de bacteria
N° 3 Tiempo Examen coloracién Gram Sembrio y Cultivo
N° | De Centrifugaciéon | Directo
De
tubo
-Restos -Escasos Bacilos | Negativo
10 minutos vegetales Gram Negativos Agar Sangre (-)
1 35000 rpm. -Ausencia de Cocos
-Restos -Escasos Bacilos | Negativo
10 minutos vegetales Gram Negativos Agar Sangre (-)
2 35000 rpm. -Ausencia de Cocos
-Restos -Escasos Bacilos | Negativo
3 10 minutos vegetales Gram Negativos Agar Sangre (-)
35000 rpm. -Ausencia de Cocos
-Restos -Escasos Bacilos | Negativo
4 10 minutos vegetales Gram Negativos Agar Sangre (-)
35000 rpm. -Ausencia de Cocos
-Restos -Escasos Bacilos | Negativo
5 10 minutos vegetales Gram Negativos Agar Sangre (-)
35000 rpm. -Ausencia de Cocos
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MUESTRA DE AGUA DE LA LAGUNA ACUCOCHA

UBICADO: region de Cerro de Pasco, departamento de Pasco PerU, se encuentra a una altitud de 3,999 metros

sobre el nivel del mar, extremo sur

TEMPERATURA: 4° C

PH: 7.5

LUGAR DE EJECUCION: LABORATORIO ESSALUD - PASCO — LA ESPERANZA

Frasco Tipo de bacteria
N° 3 Tiempo Examen coloracién Gram Sembrio y Cultivo
N° | De Centrifugacién | Directo
De
tubo
-Restos -Escasos Bacilos | Negativo
10 minutos vegetales Gram Negativos Agar Sangre (-)
1 35000 rpm. -Ausencia de Cocos
-Restos -Escasos Bacilos | Negativo
10 minutos vegetales Gram Negativos Agar Sangre (-)
2 35000 rpm. -Ausencia de Cocos
-Restos -Escasos Bacilos | Negativo
3 10 minutos vegetales Gram Negativos Agar Sangre (-)
35000 rpm. -Ausencia de Cocos
-Restos -Escasos Bacilos | Negativo
4 10 minutos vegetales Gram Negativos Agar Sangre (-)
35000 rpm. -Ausencia de Cocos
-Restos -Escasos Bacilos | Negativo
5 10 minutos vegetales Gram Negativos Agar Sangre (-)
35000 rpm. -Ausencia de Cocos
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MUESTRA DE AGUA DE LA LAGUNA ACUCOCHA

UBICADO: regién de Cerro de Pasco, departamento de Pasco Perd, se encuentra a una altitud de 3,999 metros

sobre el nivel del mar. Extremo oeste

TEMPERATURA: 4° C

PH: 7.5

LUGAR DE EJECUCION: LABORATORIO ESSALUD - PASCO — LA ESPERANZA

Frasco Tipo de bacteria
N° 4 Tiempo Examen coloracién Gram Sembrio y Cultivo
N° | De Centrifugacion | Directo
De
bo
-Restos -Escasos Bacilos | Negativo
10 minutos vegetales Gram Negativos Agar Sangre (-)
1 35000 rpm. -Ausencia de Cocos
-Restos -Escasos Bacilos | Negativo
10 minutos vegetales Gram Negativos Agar Sangre (-)
2 35000 rpm. -Ausencia de Cocos
-Restos -Escasos Bacilos | Negativo
3 10 minutos vegetales Gram Negativos Agar Sangre (-)
35000 rpm. -Ausencia de Cocos
-Restos -Escasos Bacilos | Negativo
4 10 minutos vegetales Gram Negativos Agar Sangre (-)
35000 rpm. -Ausencia de Cocos
-Restos -Escasos Bacilos | Negativo
5 10 minutos vegetales Gram Negativos Agar Sangre (-)
35000 rpm. -Ausencia de Cocos
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MUESTRA DE AGUA DE LA LAGUNA ACUCOCHA
UBICADO: regién de Cerro de Pasco, departamento de Pasco Perd, se encuentra a una altitud de 3,999 metros

sobre el nivel del mar. Parte inerna

TEMPERATURA: 4° C PH: 7.5

LUGAR DE EJECUCION: LABORATORIO ESSALUD - PASCO — LA ESPERANZA

Frasco
N° 5 Tiempo Tipo de bacteria coloracion
N° De E)Tamen Gram Sembrio y Cultivo
De tubo Centrifugacion birecto
-Restos -Escasos Bacilos Gram | Negativo
10 minutos vegetales Negativos Agar Sangre (-)
1 35000 rpm. -Ausencia de Cocos
-Restos -Escasos Bacilos Gram | Negativo
10 minutos vegetales Negativos Agar Sangre (-)
2 35000 rpm. -Ausencia de Cocos
-Restos -Escasos Bacilos Gram | Negativo
3 10 minutos vegetales Negativos Agar Sangre (-)
35000 rpm. -Ausencia de Cocos
-Restos -Escasos Bacilos Gram | Negativo
4 10 minutos vegetales Negativos Agar Sangre (-)
35000 rpm. -Ausencia de Cocos
-Restos -Escasos Bacilos Gram | Negativo
5 10 minutos vegetales Negativos Agar Sangre (-)
35000 rpm. -Ausencia de Cocos

Plan de Analisis de Datos:

Los datos recolectados seran tabulados y comparados de acuerdo a las zonas donde se
recolectaron las muestras, determinando estadisticamente que tipo de bacterias se detect6 en cada
muestra, Los datos seran analizados mediante el programa estadistico SPSS version 21.0.

Se determinardn medidas de tendencia central. Se emplearan tablas de frecuencia y de
contingencia. Se determinara la asociacion entre variables a través de la prueba shi cuadrado para
las variables cualitativas y la prueba “T de student”, analisis de varianza (ANOVA) y analisis de
covarianza para las variables cuantitativas, considerando estadisticamente significativo los valores

de p<0,05.
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ANEXO N° 6

Matriz de Consistencia

Titulo: Determinacion de bacterias potencialmente patdgenas en la laguna Acucocha (3999 msnm) de Cerro de Pasco.

DIMENSION

laguna Acucocha de
Cerro de Pasco?

laguna Acucocha de
Cerro de Pasco.

PROBLEMA OBJETIVOS VARIABLES Y/O IN\S(TSESE%T’\?S METODOLOGIA
REGISTROS
Problema general: Objetivo General. Disefio de Estudio:
—— - Determinar si existen Estudio descriptivo de tipo
¢;Existen  bacterias b . Variabl
otencialmente acterias variab’e o transversal.
pote potencialmente Principal: * Positivo , .
patbgenas en la X . Microscopia o
patbgenas en la * Negativo Poblacion:
laguna Acucocha de . —_— .
laguna Acucocha de | Bacteria La poblacion de estudio
Cerro de Pasco? . X
Cerro de Pasco. Patdgenas sera el agua de la laguna
Acucocha de la region de
Cerro de Pasco, Peru.
Muestra:
Se seleccionara las
muestras de cinco zonas
Problema Obietivos del perimetro de la laguna
Especificos: Especificos: Acucocha que esta
¢Cuédles son las | Identificar las | Variables *E. coli ubicada a 3999 msnm, El
bacterias bacterias Secundarias: |+Campylobacter Cultivo numero de muestras que
potencialmente potencialmente Tipo de *Shigella se recolectara sera de
patégenas en la | patbgenas en la | bacteria *Salmonella cinco frascos por cada

dos metros del perimetro
de la laguna Acucochay
posteriores cinco del
centro de dicha laguna;
haciendo un total de 25
muestras.
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