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RESUMEN

La calidad del agua constituye un aspecto fundamental para los diversos usos definidos en
el territorio nacional. El nivel de contaminacion hidrica cambia en intensidad a lo largo de
su recorrido y esta condicionado por las actividades humanas y productivas predominantes
en cada zona. Objetivo: Identificar bacterias patdgenas en agua de regadio que son usadas
en el lavado de vehiculos menores, Huacho- Pert. Metodologia: Las muestras de agua
fueron recolectadas en frascos estériles, se colocaron en un contenedor isotérmico para
asegurar la vida 1til de la muestra. El pre- enriquecimiento de las bacterias se realizo a partir
de medios de cultivo caldo nutritivo. Se incubo a 37° C durante 24 horas. El aislamiento de
Pseudomonas sp. del medio liquido se colocd en placas con agar Cetrimide, las cuales fueron
incubadas durante 24 horas a una temperatura de 37°C. Para identificar la forma de la
bacteria, se llevo a cabo una coloracion de Gram y se examiné bajo un microscopio optico a
100X con aceite de inmersion tras incubar durante 24 horas. Resultados: Los hallazgos de
esta investigacion indican que, de las seis areas en las cuales se tomaron muestras de agua,
se encontro en tres de los puntos la presencia de Pseudomonas sp., los cuales corresponden
a la zona nimero 4, 5 y 6; presencia de Salmonella sp. en ninguno de los muestreos.
Conclusion: Los descubrimientos de esta investigacion muestran que existe Pseudomonas
sp. en el canal de riego de la Av. Baltazar la Rosa que es abastecido de los principales cuerpos

de agua que descargan en la misma.

Palabras clave: Pseudomonas sp., Salmonella sp., aislamiento, pre-enriquecimiento y

coloracién Gram.
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ABSTRACT

Water quality is a fundamental aspect for the various uses defined in the national territory.
The level of water pollution changes in intensity along its course and is conditioned by the
predominant human and productive activities in each area. Objective: To identify
pathogenic bacteria in irrigation water used for washing small vehicles in Huacho, Peru.
Methodology: Water samples were collected in sterile bottles and placed in an insulated
container to ensure sample preservation. Bacterial pre-enrichment was performed using
nutrient broth culture media. The samples were incubated at 37°C for 24 hours.
Pseudomonas sp. isolates from the liquid medium were placed on cetrimide agar plates,
which were incubated for 24 hours at 37°C. To identify the bacterial form, Gram staining
was performed, and the samples were examined under a 100X optical microscope with
immersion oil after incubation for 24 hours. Results: The findings of this investigation
indicate that, of the six areas where water samples were taken, Pseudomonas sp. was found
in three of the sampling points, corresponding to zones 4, 5, and 6; Salmonella sp. was not
found in any of the samples. Conclusion: The findings of this investigation show that
Pseudomonas sp. is present in the irrigation canal on Baltazar la Rosa Avenue, which is

supplied by the main bodies of water that discharge into it.

Keywords: Pseudomonas sp., Salmonella sp., isolation, pre-enrichment, Gram staining.
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INTRODUCCION

La calidad del agua es un elemento clave para las diversas aplicaciones en el territorio
nacional, pues afecta de manera directa tanto a la salud publica como al equilibrio
medioambiental. Las aguas superficiales que se emplean para el riego pueden estar
contaminadas microbiologicamente por descargas de los hogares, actividades de la
agricultura y vertimientos incontrolados, lo que propicia la existencia de bacterias patogenas.
Diversas investigaciones han evidenciado la presencia de coliformes termotolerantes,
Escherichia coli y otras bacterias indicadoras de contaminacion fecal en aguas de riego,
registrandose en algunos casos valores que superan los estandares ambientales establecidos

(Alvino, 2019; Carrefio, 2021).

En el ambito internacional, estudios realizados en rios y canales de regadio han identificado
bacterias como Pseudomonas aeruginosa, Salmonella spp. y Escherichia coli, evidenciando
que estos cuerpos de agua pueden constituirse en fuentes potenciales de agentes infecciosos
(Nogales & Vela, 2019; Vasquez, 2024). Asimismo, investigaciones desarrolladas en el
contexto nacional han corroborado la contaminacion microbiologica en fuentes de agua
utilizadas para procesos productivos, lo que evidencia la necesidad de llevar a cabo

monitoreos especificos y constantes de acuerdo al uso del recurso (Costa, 2021).

En Huacho, el canal de regadio situado en las proximidades de la Universidad Nacional José
Faustino Sanchez Carrion es utilizado informalmente para el lavado de vehiculos menores.
Esta actividad se realiza sin contar con un analisis previo de la calidad microbioldgica del
agua, situacion que podria implicar un riesgo sanitario tanto para quienes desarrollan dicha
actividad como para la poblacion que circula por el area. La eventual presencia de bacterias
patogenas en estas aguas podria facilitar su dispersion en el entorno, especialmente en zonas

donde se observan practicas de higiene inadecuadas.

Hasta ahora, no se han hallado investigaciones locales que confirmen la existencia de
bacterias patogenas en el agua de esta canal utilizada para lavar vehiculos menores en
Huacho. Por eso, esta investigacion busca detectar bacterias patdgenas en el agua del canal
de riego que se encuentra cerca de la UNJFSC, a fin de aportar informacion técnica que
contribuya a la prevencion de riesgos sanitarios y al manejo adecuado del recurso hidrico en

la zona de estudio.

X1V



CAPITULO I. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1 Descripcion de la realidad problematica

La calidad del agua es uno de los factores mas relevantes que se considera para los diversos
usos definidos en el pais. Preservar y proteger la calidad del agua de las fuentes
contaminantes es el objetivo, con vistas a lograr un equilibrio en el ecosistema acuatico, que
se toma como indicador de la calidad ideal del recurso. Esto tiene ventajas para el medio
ambiente y la salud publica (ANA, 2016).

La contaminacion del agua es més intensa en algunas areas que en otras, y depende de las
actividades humanas y productivas que predominan en cada region. Es relevante tener en
cuenta que la calidad del agua puede presentar diversos niveles de concentraciéon de
contaminantes, dependiendo del uso para el cual haya sido destinada. Los canales por los
que estos cuerpos de agua circulan son las principales vias de contaminacion fluvial, desde
su origen hasta el momento en que llegan al mar (Carrefio, 2021).

Los contaminantes del agua son diversos microorganismos, que pueden ser patdogenos o no.
Se les llama patdgenos a los coliformes totales y fecales, ya que provocan enfermedades mas
frecuentes que se propagan por el agua, como la gastroenteritis (Quispe, 2017).

Las bacterias patdgenas generan infecciones en los humanos. Estos microorganismos entran
a través de la boca, a través de alimentos y bebidas contaminadas. Pueden provocar
enfermedades como fiebre entérica, bacteriemia, enterocolitis y otros trastornos similares.
(Arce et al. 2019).

Estas bacterias pueden sobrevivir un tiempo determinado en las superficies, lo que puede
provocar que se contamine a los individuos que toquen esas areas contaminadas y no cuenten

con una buena higiene.

El agua del canal de regadio que se encuentra junto a la Universidad José Faustino Sanchez
Carrion es utilizada para lavar vehiculos menores. Lo que se determiné en esta investigacion
fue identificar la cantidad de bacterias contaminantes y patogenas que pueden hallarse en
estas zonas y potencialmente transmitirse a los usuarios de esos vehiculos, asi como a sus

pasajeros.



1.2 Formulacion del problema
1.2.1 Problema general

(Se puede identificar bacterias patogenas en agua de regadio de la UNJFSC que son

usadas en el lavado de vehiculos menores, Huacho-Pera?

1.2.2 Problemas especificos

- (Se podra aislar bacterias patdogenas que se encuentran en aguas de regadio?
- .Se lograra identificar bacterias patdgenas que se encuentran en aguas de regadio?
- (| Podremos realizar un recuento de las bacterias patdogenas que se encuentren en las

aguas de regadio de la UNJFSC?

1.3 Objetivos de la investigacion
1.3.1 Objetivo general

Identificar bacterias patogenas en agua de regadio que son usadas en el lavado de

vehiculos menores, Huacho-Peru

1.3.2 Objetivos especificos

- Aislar bacterias patogenas que se encuentran en aguas de regadio
- Identificar bacterias patdogenas que se encuentran en aguas de regadio
- Realizar un recuento de las bacterias patdgenas que se encuentren en las aguas de

regadio de la UNJFSC
1.4 Justificacion de la investigacion

La investigacion es justificada por el punto de vista ambiental y social, dado que hasta el
momento no se ha desarrollado un estudio que evalte la calidad del agua en los canales de
riego empleados para lavar vehiculos menores (moto taxis) que estan situados cerca de la
Universidad Nacional José Faustino Sanchez Carridn, en la ciudad de Huacho. Este estudio
muestra la existencia de microorganismos patégenos que quedan como residuos después del
lavado con estas aguas, lo cual afecta de manera negativa a los nifios y a las personas en

situacion de vulnerabilidad, sumado a la mala higiene que muestra la poblacion.



1.5 Delimitacion del estudio
1.5.1 Delimitacion Espacial

El estudio se realizara en el canal de regadio ubicada a un lado de la universidad
Nacional José Faustino Sanchez Carrion, provincia de Huaura, Departamento de
Lima. Presenta las siguientes coordenadas geograficas:

Latitud: 11°07'24.4"Sur

Longitud: 77°36'30.5"Oeste

Altitud: 30 msnm.
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Figura 1. Mapa del canal de regadio del area de estudio -Huacho

1.5.2 Delimitacion Temporal

El proyecto se desarrollé durante cuatro meses, comprendido entre abril y agosto del

ano 2023.



CAPITULO II. MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes de la investigacion
2.1.1 Investigaciones internacionales

Vésquez (2024). En su investigacién sobre aislamiento e identificacion de patdgenos
presentes en agua residual en el Rio Nexapa” en México, se destaca la importancia de este
cuerpo de agua vinculada a varias actividades economicas, especialmente la agricultura. En
este contexto, se realizo tres muestreos en siete puntos de la ribera del rio, lo que posibilitd
el analisis de parametros fisicoquimicos (como pH, temperatura, conductividad, DBO y OD)
y la determinacion de los niveles de contaminacion por bacterias. Se utilizaron los medios
de cultivo EMB, TCBS y Agar SS para identificar bacterias patdgenas como Shigella,
Salmonella, V. cholerae y E. coli. Ademas, se realiz6 la evaluacion de algunos aislados con
el fin de conocer su perfil de resistencia a antimicrobianos, obteniendo como resultado la
existencia de las bacterias siguientes: Los géneros, E. coli y V. cholerae, Shigella spp y
Salmonella spp, ademés se detectaron variaciones importantes en el numero de
microorganismos aislados en el medio TCBS en comparacion con el Agar EMB de SS y

agar.

Madariaga (2024), cuyo objetivo fue analizar la calidad microbioldgica del agua de riego, el
suelo y las hortalizas producidas por agricultores pequefios de las localidades de San Nicolas
y Boyen Chico, en la zona de Nuble, Chile. También se analizé su relacién con las
Enfermedades Transmitidas por los Alimentos (ETA). Durante la campafia agricola 2023-
2024, se examinaron muestras de agua subterranea, tierra y vegetales (acelga, lechuga,
cilantro y apio). Se identificaron las enterobacterias, Escherichia coli, coliformes fecales y
coliformes totales a través del método del Numero Mas Probable y el recuento en placa. Se
hallaron coliformes fecales en todas las matrices, lo que demuestra la necesidad de aplicar
Buenas Practicas Agricolas para disminuir los riesgos sanitarios, aunque los resultados

mostraron que el agua de riego y las hortalizas se ajustan a la normativa chilena.

Bautista (2021), tuvo como objetivo analizar la composicion de colonias bacterianas en las
aguas del distrito Riego La Ramada, Colombia. Para ello, tom6 muestras en duplicado de
seis lugares distintos, en canales de riego de La Ramada en dos momentos diferentes para
cada sitio, el primero en temporada de lluvia en noviembre de 2020 y el segundo en temporada
seca en marzo de 2021. Transporto las muestras las muestras a su laboratorio para realizar una

extraccion y cuantificacion del ADN y secuenciacion. Los resultados que ha obtenido han
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indicado la existencia de bacterias como Bacteroides, E. coli, Salmonella y Bifidobacterium,

entre otros Bacteroidetes.

Nogalesy Vela (2019), realizaron un estudio con el proposito de aislar y determinar bacterias
patogenas que se encuentran en el agua del rio Guano, ubicado en Ecuador. Se definieron
seis puntos de muestreo en el curso del rio, en los cuales se efectuaron tres muestreos en
cada uno. Se evaluaron variables como la temperatura del agua y del entorno, el pH y la
altitud. Se estudiaron las muestras en el laboratorio a través de cultivos en agar Sangre,
CLED, McConkey y Salmonella-Shigella. La identificacion bacteriana se llevo a cabo
usando ensayos bioquimicos y fisiologicos, ademas, se utilizé el método Kirby-Bauer para
evaluar la resistencia antimicrobiana. Las conclusiones mostraron que las bacterias
gramnegativas, principalmente de la familia Enterobacteriaceae (80 %) y Pseudomonas (20
%), eran predominantes. Se destacd la presencia de especies como Escherichia coli,
Citrobacter spp., Proteus mirabilis, Enterobacter spp. y Pseudomonas aeruginosa. Se noto
resistencia en su mayoria a amoxicilina y tetraciclina, lo que llevo a la conclusion de que el
empleo del agua del rio Guano para el riego agricola supone un peligro sanitario al promover

la contaminacion de productos agricolas y la propagacion de enfermedades.

Cardenas (2018), Utilizo técnicas moleculares para determinar y calcular la cantidad de
bacterias patogenas presentes en las aguas de riego de Barcelona (Espana), usando
indicadores de contaminacion fecal y Legionella. Para desarrollarlo, hizo lo siguiente: 1.
Utilizacién de técnicas moleculares para identificar las bacterias presentes en el agua, para
ese proposito, se implementd la prueba molecular para determinar la técnica de bacterias
totales. Se compararon las pruebas de las bacterias con controles o estandares a través del
cultivo en placa para su validacion. 2. Para la aplicacion de técnicas de concentracion
bacteriana se utilizé el método de floculacion organica con leche desnatada (SMF), mediante
el cual se compararon dos procedimientos distintos de extraccion y cuantificacion. Investigo
la recuperacion de células viables y genomas tras el proceso de concentracion SMF. 3.
Realizo un seguimiento de la calidad del agua de riego que proviene de dos tipos de fuentes:
convencionales y no convencionales, lo que permitio analizar aguas de riego proveniente de
acuiferos naturales, asi como de diversas estaciones de muestreo ubicadas en una Estacion

Depuradora de Aguas Residuales (EDAR) y una Estacion de Regeneracion de Aguas (ERA).

Moros (2018), Tuvo la finalidad de averiguar si el agua es un foco de contaminacion para

quienes consumen lechuga (Lactuca sativa) en Colombia, evaluando la calidad del agua de



riego y su influencia en este cultivo. Para verificar esto se tomaron muestras de hojas de
lechuga y agua de riego del cultivo, las cuales fueron sometidas a pruebas microbiologicas.
Estos hallazgos hicieron posible detectar la existencia de coliformes fecales y totales, asi
como la concentracion de microorganismos en el agua de riego (5.5 x 10”5 UFC/ml) y en la
lechuga (2.9 x 105 UFC/ml). Se determin6 que el agua evaluada no era adecuada para uso
en riego porque las concentraciones sobrepasaban los niveles admitidos. Asi, se verificaron
los peligros para la salud publica relacionados con el consumo de lechugas contaminadas,

con el prop6sito de comunicar tanto a los productores como a los consumidores.

Gallardo et al. (2017), Su proposito fue examinar la calidad microbioldgica del agua de los
pozos. Se empleod una técnica aleatoria para la investigacion, mediante la que se escogieron
30 viviendas de la aldea Monterrico, 10 de La Curvina, 30 de E1 Pumpo y 23 de La Avellana.
Ademas, se eligio el pozo en Agua Dulce, Guatemala. Las muestras de agua de los pozos se
obtuvieron en frascos estériles que contenian tiosulfato de sodio al 0.1 N, en condiciones
asépticas. Posteriormente, fueron trasladadas al laboratorio por medio de una cadena de frio
a lo largo de doce horas, donde se examinaron por medio del método COLITAG para sefialar
la presencia o ausencia de coliformes totales y Escherichia coli. De los 63 pozos estudiados,
unicamente 8§ cumplieron con la normativa vigente y son aptos para el consumo. Esto puede
ser porque la mayor parte de los pozos se hicieron hace mas de 10 afios y tienen cerca fuentes
de contaminacion, como las aguas residuales y los criaderos de animales. EI método
COLITAG tiene un limite de deteccion de 1 UFC por cada 100 mL y se puede usar para
observar la presencia o ausencia de Escherichia coli y coliformes totales en las muestras de
agua. Asimismo, es efectivo incluso en aguas con cloro, debido a que incluye un sistema que

ayuda a reducir las bacterias dafiadas por el cloro.

2.1.2. Investigaciones nacionales

Chuquilin (2022), Su finalidad fue analizar la influencia de la calidad bacterioldgica de las
diversas fuentes de agua empleadas para el riego en el cultivo de lechuga, variedad White
Boston, en una zona agricola del caserio Huacariz. Para ello, se recolectaron muestras de
agua de acequia, agua entubada y agua de pozo, asi como muestras de suelo, tanto antes y
después de sembrar lechugas en una zona especifica. También se recolectaron muestras de
lechuga en el instante de la cosecha. En el laboratorio se analizaron la presencia de
Salmonella spp., coliformes termotolerantes, Escherichia coli y coliformes totales. Los
hallazgos mostraron que el agua de pozo excedid los limites maximos fijados por el Estandar

de Calidad Ambiental para la categoria 3, en cambio las muestras de lechuga tuvieron valores
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permitidos por la normativa sanitaria peruana. Ademas, se hallé Salmonella spp. en muestras
de suelo y agua, pero no en las lechugas, lo que permitié determinar que la calidad
bacteriologica del agua de pozo no tuvo un impacto significativo sobre la contaminacioén

microbioldgica del cultivo.

Carrefio (2021), Su proposito fue establecer la correlacion entre la contaminacion del agua
utilizada en el riego no limitado y la calidad microbiologica de las lechugas (Lactuca sativa)
cultivadas en la provincia de Barranca. El estudio tom6 en cuenta muestras de agua
provenientes de los rios Pativilca, Supe y Fortaleza, de un canal de riego y también de
lechuga; recolectandose un total de 12 muestras por cada tipo. La estadistica inferencial y
descriptiva se utiliz6 para examinar la relacion entre las variables, con un nivel de
significacion a = 0.05 empleando la prueba t de Student. Los registros mostraron que las
concentraciones de coliformes fecales y Escherichia coli en el agua para riego superaron los
limites establecidos por el ECA-Agua, categoria 3, y que las lechugas no satisfacian los
estandares microbiologicos de calidad sanitaria. Determinando asi que, en la provincia de
Barranca, hay una conexion significativa en términos estadisticos entre la calidad
microbiologica de las lechugas cultivadas y la contaminacién del agua de riego sin

restricciones.

Costa (2021), Su objetivo fue analizar los indicadores microbioldgicos y fisicoquimicos de
la calidad del agua de seis efluentes proximos a la orilla del rio Chillon entre enero y junio
de 2019. Para ello, se efectuaron analisis mensuales de la turbidez, la temperatura, el pH, la
dureza total, los cloruros, los nitratos y la conductividad. Ademas, empleando el método del
nimero mas probable se hicieron evaluaciones microbiologicas de coliformes
termotolerantes y totales. Asimismo, se detectd la existencia de Escherichia coli y
Clostridium spp., y se analiz0 la resistencia antimicrobiana de cepas de E. coli. por medio
del ensayo de susceptibilidad en agar por difusion e identificd Clostridium spp. a través del
método de presencia/ausencia. Los hallazgos, en comparacion con el Estdndar de Calidad
Ambiental de agua en Peru, mostraron contaminacién microbiana en todos los puntos
revisados, subrayando que un 5 % de las cepas de E. coli demostraron resistencia a varios
antibidticos, mostrando mayor susceptibilidad antimicrobiana a ceftadizima, ciprofloxacino

y ampicilina.

Alvino (2019), Cuya meta fue establecer como se comportan los microorganismos en las
aguas superficiales en la microcuenca del rio Ragra, ubicada en el distrito Simén Bolivar
Rancas. Para ello, se llevo a cabo el monitoreo y evaluacion de la calidad del agua superficial

7



durante el lapso comprendido entre agosto de 2012 y noviembre de 2016, donde el
seguimiento efectuado en las estaciones RRagra 1, RRagra 2 y RRagra 3 mostr6é que los
parametros microbioldgicos sobrepasaron el Estandar de calidad ambiental para la categoria
3. Durante el ano 2012, se documentaron niveles altos de coliformes termotolerantes y
Escherichia coli, que llegaron a cifras maximas de 17 000 000 NMP/100 ml, cuando el limite
permitido por la normativa vigente es de 1000 NMP/100 It. Para el afio 2016,se registrd
nuevamente un valor elevado de de 2 300 000 NMP/100 ml, lo que supera ampliamente los
limites establecidos Segun los hallazgos, el vertido de aguas residuales no tratadas que
vienen de poblaciones cercanas como Paragsha y Mariategui, es la causa principal de la
contaminacion microbioldgica del rio Ragra; lo que ha afectado en gran medida la calidad

del agua en la subcuenca San Juan.

Arroyo (2019), En su investigacion el propoésito fue analizar el estado bacteriologico del rio
Chili - Arequipa entre los meses de marzo y mayo del afio 2019. Para este propdsito, la zona
de estudio se dividid en cuatro areas de muestreo: Puente Fierro (A), Puente Tingo (B),
Puente Tiabaya (C) y Punto Congata (D). Cada una de estas zonas se subdividi6 en tres
subzonas (S1, S2 y S3) que abarcaban aproximadamente 1 km; se tomaron dos muestras por
cada subzona, tres veces a lo largo de los quince dias. Las muestras de agua se llevaron a
laboratorio donde, posteriormente, se llevaron a cabo las pruebas confirmatorias utilizando
los medios de cultivo Verde Brila y EC. De acuerdo con el Estandar de Calidad Ambiental
(ECA), el 54,17 % de las muestras resulté no apta por coliformes termotolerantes. Sin
embargo, para el segundo pardmetro, Escherichia coli, se afiadieron algunas gotas de indol
a los tubos con el medio EC, donde si aparecia un anillo color rojizo, considerando que dicho
parametro era positivo; representado por el 83,33 % del total de muestras aptas respecto a
Escherichia coli. Se determind asi que, las mediciones de los pardmetros fisicoquimicos
registrados como la temperatura (que varido entre 9.95 °C) y el pH (6), evidencian

condiciones favorables para el crecimiento bacteriano.

2.2 Bases tedricas

2.2.1 Agua

El agua es una riqueza natural renovable de caracter vital, de importancia crucial para el
desarrollo de todas las formas de vida y la supervivencia del ser humano. Es estratégico y
vulnerable para preservar los sistemas y ciclos naturales que lo sostienen, alcanzar un

desarrollo sostenible y garantizar la seguridad nacional (Ortiz y Sanchez, 2018).



Este componente, que abarca dos tercios de la superficie terrestre, estd en sus tres estados
fisicos: solido, liquido y gaseoso. 1 volumen total de agua presente en la biosfera se estima
en 1359 x 10'%; de los cuales, el 97 % de ellos es agua salada proveniente de los océanos. El
agua dulce solo representa el 3 % restante, y de ella, mas del 2,25 % estd guardada en
glaciares y casquetes polares. Solo un pequefio 0,75 % est4 accesible para la vida a través de

fuentes como rios, lagos, acuiferos y otros reservorios continentales. (Burgos, 2019).

La produccion agropecuaria, la doméstica y la industrial son los principales usos del agua.
El uso agricola representa el porcentaje mas alto de todos ellos, con aproximadamente entre

el 70 y el 90 % del requerimiento total de este recurso (Corcoran, 2010).

2.2.2 Agua de riego

De acuerdo con la FAO (Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura, 2013), el agua destinada para al riego constituye un recurso esencial para la
actividad agricola, ya que permite que las plantas se desarrollen y crezcan, ademas de la
llevar a cabo la realizacién de sus procesos fisiologicos, siempre que tenga los niveles
correctos de calidad, cantidad y aplicacion en el momento adecuado. Las fuentes de agua
mas comunes para la agricultura son: el agua subterranea, que proviene de pozos; el agua de
reserva, que es la que se encuentra en estanques, pantanos y lagos; y el agua proveniente de

cursos superficiales como los canales descubiertos, acequias, rios y riachuelos (FDA, 1998).

Se requiere que las plantas que se comen crudas sean irrigadas con agua que cumpla los
requisitos mas rigurosos, en particular en lo que concierne a los pardmetros microbiologicos,
ya que existen numerosas enfermedades provocadas por virus, bacterias, protozoos o

lombrices que se propagan de este modo (MINAM, 2017).

En los ultimos 50 afos, la extension de tierra cultivada a nivel global ha crecido en un 12%.
La extension total de tierras regadas ha crecido al doble en el mismo de tiempo, lo que
representa la mayor parte de las tierras cultivadas (FAO, 2012). La produccién agricola ya
emplea el 11% del area total de tierras en el mundo. Ademas, emplea el 70% de toda el agua
que se extrae de lagos, acuiferos y rios (FAO, 2012).

2.2.3 Contaminacion de agua de riego

La polucioén hidrica es el resultado de incorporar elementos ajenos que, al diluirse o filtrarse,
generan una alteracion que imposibilita su utilizacion (Burgos, 2019). Este recurso puede
verse afectado de distintas formas, incluso desde el momento en que precipita en forma de

lluvia, debido a la disolucion de particulas y gases presentes en la atmdsfera (Burgos, 2019).
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La contaminacion de las aguas que se usa para el riego proviene de diferentes causas, como
la descarga doméstica con concentraciones elevadas de microorganismos patogenos y
parasitos, el desecho de relaves mineros que introduce metales como zinc, cobre, plata y
hierro en los rios, y las actividades industriales que emiten compuestos toxicos que acaban

siendo vertidos en quebradas o cauces fluviales. (MIDAGRI, 2015).

Una estrategia para cubrir su demanda de riego agricola es la perforacion de pozos profundos
para obtener agua subterranea. Estas son consideradas menos vulnerable a la contaminacion
en comparacion con las aguas superficiales, debido al proceso de filtrado natural del suelo y
a la longitud que los microorganismos necesitan cubrir para llegar a los reservorios

subterraneos (Sanchez et al., 2016).

No obstante, los pozos ubicados en zonas rurales son mas susceptibles a la contaminacion
porque tienen poca profundidad, un mantenimiento deficiente y a su proximidad a areas con
presencia de excretas de origen humano o animal. Esta circunstancia tiene un impacto
negativo en la salud de personas y animales, ademas de afectar la produccion agricola, ya

que propicia que los alimentos se contaminen. (Saha et al., 2017).

En el agua pueden encontrarse diversos microorganismos, entre ellos especies patdgenas
como Escherichia coli, Salmonella y Shigella, Vibrio cholerae y protozoarios como Giardia
lamblia, Cryptosporidium parvum, Cyclospora cayetanensis y Toxoplasma gondii.
Asimismo, los virus de Norwalk y de hepatitis A estan presentes en el agua. Incluso
cantidades muy pequefias de estos microorganismos en los alimentos pueden ser suficientes

para provocar enfermedades. (FDA, 1998).

2.2.4 Microorganismos indicadores de calidad del agua y patogenos

Se trata de factores bioldgicos que provocan un cambio indeseado en la composicion natural
de los suelos, el agua y las hortalizas (Pefia, 2005). Los coliformes termotolerantes,
Escherichia coli y los coliformes totales constituyen algunos de los indicadores mas

frecuentes para evidenciar la contaminacion fecal. (Pefia, 2005).

Los coliformes, que son un grupo de microorganismos, representan un indicador apropiado
de contaminacion de bacterias porque son una parte habitual del tracto gastrointestinal tanto
de los seres humanos como de los animales de sangre caliente, se presentan en grandes
cantidades, se mantienen mas tiempo que las bacterias patdogenas en el agua y muestran un
comportamiento similar al de los patogenos frente a los procesos de desinfeccion (Gonzales

y Martin, 2003).
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2.2.5 Pseudomonas sp.

Son bacilos Gram negativos, aerobios y con oxidasa positiva. Poseen, debido a su
metabolismo, una cierta capacidad de adaptacion que les posibilita acomodar el hébitat en el
que estan. Para alimentarse, las Pseudomonas y otras bacterias emplean diversas fuentes
como el nitrogeno o el carbono. Esta adaptacion al medio ambiente ha hecho que estas

bacterias se transformen en un inconveniente para la salud publica (Estupifian et al. 2016).

Las Pseudomonas son patdgenos gramnegativos oportunistas y versatiles, gracias a su alta
capacidad de adaptacion fisiologica, su amplio potencial metabolico y la presencia de
diversos mecanismos de virulencia. Constituyen una causa frecuente de infecciones graves
en pacientes hospitalizados de todo el mundo, debido a que pueden infectar casi todas las
partes del cuerpo humano y provocar infecciones localizadas, septicemias y lesiones

focales en varios tejidos. (Esnard et al. 2019)

2.2.6 Técnicas de analisis microbiano en aguas
2.2.6.1 Método de nimero mas probable (NMP)

El método del Numero Més Probable (NMP) se basa en que los coliformes totales son
capaces de fermentar la lactosa, generando gas y acido cuando permanecen incubados a 35
°C £ 1 °C por 48 horas. Para llevar a cabo este proceso, se emplea un medio de cultivo que
posee sales biliares. El andlisis se lleva a cabo en dos etapas: presuntiva y confirmativa.
(Camacho et al., 2009).

En la fase presuntiva para la identificacion de coliformes totales se utiliza el caldo lauril
sulfato de sodio como medio de cultivo, el cual permite recuperar los microorganismos que
estan contenidos en la muestra y tienen la capacidad de usar lactosa como fuente de carbono.
Posteriormente, en la etapa confirmativa se utiliza el caldo lactosado bilis verde brillante, un
medio selectivo que favorece Unicamente el crecimiento de los microorganismos que son
capaces de soportar el colorante verde brillante y las sales biliares. El proceso de deteccion
de coliformes termotolerantes se efectia a partir de los tubos que han dado positivo en la
prueba presuntiva, y tiene como fundamento la habilidad que estas bacterias tienen para
generar gas y fermentar la lactosa cuando se incuban entre 24 y 48 horas a una temperatura
de 44,5 + 0,1 °C. Por otra parte, para identificar Escherichia coli, se utilizan los tubos
positivos de caldo EC; estos se cultivan a través de agotamiento en medios diferenciales y

selectivos, como el agar MacConkey y el agar eosina azul de metileno. Luego, para
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confirmarlas, se llevan a cabo pruebas bioquimicas fundamentales del sistema IMViC en las

colonias tipicas. (Camacho et al., 2009).

El nimero mas probable (NMP) corresponde a la estimacion de la densidad de
microorganismos coliformes, que se basa en la unificacion de los resultados positivos y
negativos obtenidos en las distintas diluciones analizadas. La cantidad de tubos empleados
determina la exactitud de cada prueba. Para conseguir el cédigo del NMP, se requieren tres
diluciones y las tablas correspondientes se sustentan en el supuesto de una distribucion de
Poisson, que considera que los microorganismos se dispersan de manera aleatoria. Segun el
Ministerio de Salud, el nivel de densidad bacteriana se mide a través de tablas que muestran
un intervalo de confianza del 95 % para cada valor especifico; los resultados se representan
en NMP de coliformes por 100 mL (MINSA, 2011).

2.2.7 Marco Legal

Constitucion Politica del Pera

Ley General del Ambiente, Ley N° 28611.

Ley de Recursos Hidricos, Ley N° 29338, modificada por Decreto Legislativo N° 1285. -
Reglamento de la Ley de Recursos Hidricos, aprobado por Decreto Supremo N° 001-2010-
AG y modificatorias.

Estandar Nacional de Calidad Ambiental (ECA) para Agua, y establecen disposiciones
complementarias Decreto Supremo N° 004-2017-MINAM.

El Estandar de Calidad Ambiental (ECA) es definido en el articulo 31 de la Ley N.° 28611
como una medida que determina el grado o nivel permisible de elementos, sustancias o
parametros quimicos, fisicos y bioldgicos que se encuentran en el agua, el suelo o el aire,
considerados como cuerpos receptores. El numeral 31.2 del mismo articulo establece que es
obligatorio incorporar el ECA al disefar las politicas publicas y las normas legales, asi como
también ser un referente indispensable al crear y aplicar todos los instrumentos de gestion
ambiental.

Decreto Supremo N° 004-2017-MINAM

Articulo 3.- Categorias de los Estandares de Calidad Ambiental para Agua

Categoria 3: Riego de vegetales y bebida de animales

a) Subcategoria D1: Riego de vegetales

Se entiende como las aguas que se utilizan para regar los cultivos vegetales; pueden cambiar
en en funcién de aspectos como el tipo de riego que se aplica a los cultivos (MINAM, 2017),

la modalidad de consumo utilizada (cocido o crudo) y los eventuales procesos industriales o
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transformativos que puedan afectar a los productos agrarios:

Agua para riego no restringido

Se entiende como tales a las aguas cuya calidad es adecuada para el riego de cultivos
alimenticios que se consumen crudos, asi como de arboles o arbustos frutales que son
irrigados por aspersion. Esto incluye aquellos en los que la parte comestible o el fruto tienen
contacto directo con el agua de riego, incluso si estos son cultivos con tallo alto. Ademas,
comprenden su utilizacion en zonas verdes, plantas decorativas, campos deportivos, parques

publicos y cualquier otro tipo de cultivo (MINAM, 2017).

Agua para riego restringido

Se define como aguas que son aptas para regar cultivos de alimentos destinados a ser
consumidos cocidos, cultivos de tallo alto donde el agua de riego no entra en contacto con los
frutos, cultivos que seran procesados, embotellados y/o industrializados, asi como aquellos

industriales no comestibles, forestales o pastos.

Norma Sanitaria que establece los criterios microbiologicos de calidad sanitaria e inocuidad

para los alimentos y bebidas de consumo humano

Articulo 1°. — Aprobar la NTS N° 071- MINSA/DIGESA-V.01. Norma Sanitaria que
establece los criterios microbioldgicos de calidad sanitaria e inocuidad para los alimentos y
bebidas de consumo humano que forma parte integrante de la presente resolucion (El
peruano, 2008).

2.3. Definicion de términos basicos

e Agar: Es una sustancia de tipo gelatinosa que se consigue a partir de ciertas algas
(Pérez y Gardey, 2023).

e Bacterias: Son microorganismos unicelulares. Se las toma como una de las formas de
vida mas antiguas que se han identificado en el mundo. Existen miles de tipos
diferentes de bacterias, las cuales tienen la habilidad de subsistir en cualquier medio o
entorno, sin que importe su localizacién (Bush, 2022).

e Canal de regadio: Son estructuras de conduccidon que tienen como objetivo llevar
el agua desde el lugar de captacion hasta la huerta o el campo agricola, donde se
utilizard para los cultivos. (INDRHI, 2008).

e Medio de cultivo: Conjunto de componentes que crean las condiciones necesarias
para que los microorganismos crezcan (Arumi, 2023).

e Patogenos: Son agentes infecciosos capaces de causar enfermedades en el huésped. Se

utiliza generalmente este concepto para referirse a microorganismos, por ejemplo, hongos,
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virus y bacterias. Estos agentes tienen la capacidad de alterar la fisiologia normal de los seres

humanos, animales y plantas (Ucha, 2022).

2.4 Hipotesis de investigacion

2.4.1 Hipotesis general

Se identificara bacterias patdgenas en el agua de regadio que son usadas en el lavado

de vehiculos menores, Huacho-Peru

2.4.2 Hipotesis especificas

- En el agua de regadio se aislaran bacterias patdgenas
- En el agua de regadio se identificaran bacterias patogenas

- Las bacterias patogenas que se encuentren en aguas de regadio se les realizara un

recuento.

2.4.3 Operacionalizacion de las variables

Tabla 1.

Operacionalizacion de variables del estudio.

Variables Definiciéon Conceptual Dimensiones Indicadores Unidad Tipo de variable
a Utilizar
X,independiente  Las bacterias patogenas son las bacterias que Bacterias Unidades
) tienen la capacidad de provocar enfermedades patdgenas Formadoras de UEC Cuantitati
bacteria patogena  jnfecciosas. colonias (UFC) vantitativa
Y, dependiente El canal de regadio tiene la finalidad de transportar ~ Pardmetros
GPS Cualitativa

el agua desde la captacion hasta el campo o huerta  microbiologic Numérica
Agua del canal de  donde ser4 aplicado a los cultivos. 0s

regadio
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CAPITULO III. METODOLOGIA

3.1 Diseiio metodolégico
3.1.1 Tipo y nivel de investigacion

Esta investigacion es un estudio descriptivo y transversal que emplea un muestreo por
conveniencia. Se trata de un estudio descriptivo, ya que se intentd examinar las variables
microbiologicas del canal de riego.

Tipo: Investigacion aplicada

Nivel: Descriptivo

Enfoque: Cuantitativo

Disefio transversal y no experimental, dado que las variables no se modifican y el fenémeno

se analiza en su entorno natural.

3.2 Poblacion y muestra
3.2.1 Poblacion

La poblacion de un estudio se compone por la totalidad de elementos, incluyendo personas,
objetos, historias clinicas u organismos, que estan vinculados o son parte del fenémeno que
se ha definido y acotado en el analisis del problema de investigacion. (Arias-Gomez et al.

2016).

Esta investigacion estd comprendida por el agua recolectadas del canal de regadio.
3.2.2 Muestra
La muestra puede definirse como un subconjunto de la poblacion o universo (Arias- Gdmez

et al. 2016).

En los seis puntos estratégicos del canal de regadio, que se ubica en la parte norte y exterior
de la UNJFSC, se recolectaron 18 muestras de agua (tres por cada punto) con un volumen

de 100 mL cada una.

3.3 Técnicas de recoleccion de datos
3.3.1 Obtencion de las muestras

Las muestras de agua se obtuvieron en frascos estériles, utilizando mascaras, mandiles y
guantes como equipo de proteccion individual. A cada muestra se le asign6 una etiqueta que

contenia la informacidon pertinente, como el nimero de muestra, la estacion y las
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coordenadas del muestreo, ademas de la fecha y la hora en que se recolectd. Més tarde, los

analisis se llevaron a cabo en el laboratorio de la Facultad de Ciencias, cuyo codigo es

LabAmOO1.

Tabla 2.

Ficha de recoleccion de datos.

UNIVERSIDAD NACIONAL JOSE FAUSTINO SANCHEZ CARRION

Cdédigo de Laboratorio: LabAmO001

Solicitante/Programa: Tesis

Origen de la Fuente:

Punto de Muestreo:

Agua de regadio 06 zonas
Localidad: Fecha y Hora de Muestreo:
Huacho 16/07/2023 12:14
Distrito: Fecha y Hora de llegada Laboratorio:
Huacho 16/07/2023 13:02
Provincia: Cantidad de Muestra:
Huaura 06 (03 repeticiones)
Departamento: Muestreador:
Lima Espinoza Colla Marhyuri
Conservada: Si X No Aguas: X Solidos: _
Otros:

Observaciones/Parametros:

B@WR&W': E‘.':»""‘.

\ CBP 1901
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3.3.2 Conservacion y Transporte de la muestra

Las muestras fueron colocadas en un recipiente isotérmico con gel refrigerante, que se
distribuyd de forma homogénea en la base y los lados, con el proposito de conservar la
temperatura interna por debajo de 10 °C y proteger la integridad de las muestras hasta su
llegada al laboratorio. El tiempo que paso entre la recoleccion y su llegada al laboratorio

dependi6 de manera estricta del mantenimiento de dicha temperatura.

3.3.3 Pre-enriquecimiento de las bacterias

Esta etapa implica la recuperacion de microorganismos que poseen necesidades concretas
para su desarrollo y que estan presentes en muestras especificas.
Se realizo a partir de medios de cultivo no selectivo como Caldo Nutritivo (CN). Se incubo

a 37° C durante 24 horas.

3.3.4 Aislamiento de bacterias patogenas

Para llevar a cabo este analisis, se inocul6 el medio liquido CN en todas las placas empleando
un asa de siembra. Se utilizé un medio especifico para bacterias, como el agar Cetrimide
(medio para Pseudomonas) y el medio Salmonella-Siguella (medio para Salmonella). La
inoculacion se llevo a cabo en la superficie de la placa con dicho medio, tratando de evitar
el contacto con los bordes. Las placas se mantuvieron incubdndose a 37°C durante un

periodo de 24 a 48 horas.

3.3.5 Seleccion de placas e interpretacion

Después de la incubacion por 24 horas, se marcaron sobre las bases de las placas, las
posiciones de algunas colonias tipicas presentes. Las colonias que crecieron fueron
sembradas nuevamente en los mismos medios especificos para cada bacteria. Todas las
placas se incubaron a 37 °C durante un dia, y se registr6 la aparicion de colonias puras. Se
anotaron las etiquetas de las placas positivas y se inspeccionaron todas las colonias para

distinguirlas.
3.3.6 Coloracion de Gram

Se trata de un método diferencial muy relevante en la microbiologia, basado en el principio
de que las bacterias se tifien seglin la propiedad de su pared. Esto genera una coloracion
morada en las bacterias Gram positivas y una coloracion rosada o roja en las bacterias Gram

negativas.

El procedimiento consiste en:
17



Situar la muestra sobre un porta objeto, se agrego cristal violeta por un minuto, luego Lugol
durante el mismo tiempo, después se decolord con alcohol acetona a lo largo de 30 segundos
y finalmente se agreg6 safranina por un minuto. Por tltimo, se lavo con agua destilada. Para
examinarlo en un microscopio optico a 100X con aceite de inmersion, se dejo secar el
portaobjeto a temperatura ambiente. Se llevé a cabo la identificacion de la bacteria en cuanto

a su forma.

3.4 Técnicas para el procesamiento de la informacion

Se procesaron los datos obtenidos mediante el software Microsoft Excel, donde se
organizaron las cifras recolectadas de las bacterias patdgenas para su analisis posterior.

Microsoft Excel: se empleo para agrupar los datos recolectados.
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CAPITULO IV. RESULTADOS

Las muestras de agua fueron recolectadas del canal de regadio de la calle Baltazar la Rosa
(a un costado de la UNJFSC) en seis puntos distribuidos en toda la extension de la calle

donde abarca el diametro del canal, los puntos se muestran en la tabla 3.

Tabla 3.

Areas muestreadas en el estudio.
Areas Coordenadas
Punto 1 -11.120318 S, -77.599260 W
Punto 2 -11.121269 S, -77.604229 W
Punto 3 -11.121639 S, -77.605697 W
Punto 4 -11.121859 S, -77.606691 W
Punto 5 -11.122475 S, -77.609633 W
Punto 6 -11.122672 S, -77.610530 W

Figura 2. Recoleccion de las muestras del canal de regadio

Luego de su recoleccion las muestras de agua que crecieron en tubos con caldo nutritivo
(CN), presentaron turbidez a comparacion del control, lo que indica la presencia de

crecimiento bacteriano como se muestra en la figura 3.
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Figura 3. Cepas en medio de cultivo para el pre enriquecimiento de las bacterias

Luego de la siembra en los medios selectivos para Pseudomonas sp 'y Salmonella sp. de las
muestras de agua, solo fueron positivas las encontradas en los puntos numero 4, 5 y 6,
encontrandose la presencia de Pseudomonas sp. (Figura 4), la presencia de estas bacterias

fue corroborada por coloracion Gram y pruebas bioquimicas (Figura 5).

Figura 4. Placa con Agar Cetrimide con crecimiento de Pseudomonas sp.
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Figura 5. Tincion Gram donde se aprecia las bacterias Gram negativas.
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Figura 6. Grafico de los resultados de bacterias del canal de regadio

Punto 1 Punto 2 Punto 3

B Pseudomonas sp.

Tabla 4.

Punto 4

Punto 5

B Salmonella sp.

Punto 6

Resultados obtenidos del muestreo del canal de regadio.

Areas muestreadas

Resultados

Pseudomonas sp. Salmonella sp.

Punto 1
Punto 2
Punto 3
Punto 4
Punto 5

Punto 6

(-): Negativo; (+): Positivo
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CAPITULO V. DISCUSIONES

Los resultados de esta investigacion ponen en evidencia que, en tres de los seis puntos
de muestreo del canal de riego donde se tomaron las muestras de agua, especificamente en
los sitios 4, 5 y 6 se detecto la presencia de Pseudomonas sp. Sin embargo, no se encontrd
Salmonella sp. en ninguna de las muestras. En su investigacion, Nogales y Vela (2019)
detectaron la presencia de Pseudomonas aeruginosa en aguas de riego que provenian de un

canal de regadio resultado del vertido de residuos humanos o animales.

La presencia de Pseudomonas sp. en el lugar de estudio se debe a su gran capacidad
de sobrevivir y permanecer viable en ambientes hostiles durante largos periodos de tiempo
(Paternina-Mercado et al. 2021). Sin embargo, factores como la capacidad de soportar una
escasa cantidad de nutrientes, cambios drasticos de temperatura y cambios de pH, asi como
la especie de bacteria pueden determinar si sobreviven o no en estos ambientes dificiles para
la vida de otros organismos (Garcia y Iannacone, 2014). Alvarez (2016) sostiene que hallar
este tipo de bacterias (Pseudomonas sp.), particularmente en muestras de aguas residuales,
es motivo de gran preocupacion desde la perspectiva de la salud publica, dado que estas

fuentes pueden actuar como un medio potencial para su transmision entre los seres humanos.

Segun lo expresado por Martin (2004) en su investigacion descubrid que las
bacterias del género Pseudomonas tienen una gran resistencia a condiciones externas
adversas y pueden sobrevivir por largo tiempo en diferentes superficies, cuerpos de agua y
canales de riego del estudio. Se ha demostrado que Pseudomonas aeruginosa puede
sobrevivir y reproducirse en aguas tratadas, ya que cuenta con una densa capa de
polisacaridos que funciona como barrera quimica y fisica, la cual resguarda a la bacteria de

las moléculas, asi como iones de cloro libre residual. (UNE, 2022).
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CAPITULO VI. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

6.1 Conclusiones

Esta investigacion revela que la Pseudomonas sp. esta presente en el canal de riego de
la Avenida Baltazar la Rosa y en los cuerpos principales de agua que desembocan en
él.

Podria existir diversidad de especies de Pseudomonas sp. en el agua del canal de
regadio y de los principales cuerpos de agua que descargan en la misma,
predominando un serotipo.

La contaminacion del agua contribuye con la presencia de Pseudomonas sp. sobre su

diseminacion durante el periodo de estudio en el canal de regadio.

6.2 Recomendaciones

Continuar con el estudio para aislar otras bacterias patdogenas estan presentes en esas
aguas del canal de regadio.

Identificar por otros métodos la especie de las Pseudomonas sp. aislada en el estudio
para determinar su patogenicidad.

Determinar otros tipos de contaminantes que se encuentran en estas aguas de regadio,

mediante métodos fisicos, quimicos y fisico-quimicos, etc.
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ANEXOS

Figura 8. Muestras listas para su transporte en recipiente hermético
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Figura 9. Pruebas bioquimicas realizadas a las muestras de Salmonella sp.

Figura 10. Interpretacion de resultados de las muestras sembradas de Salmonella sp.
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PUNTOS DE MUESTREO DE AGUA EN EL DISTRITO DE HUACHO
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Figura 11. Puntos de muestreo de agua en el canal de regadio - Huacho
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